











Chemische und physiologische Untersuchungen iiber Wismut. 


I. Mitteilung: 
Zur Bestimmung des Wismuts. 


Von 


L. Kiirthy (Budapest) und Hans Miiller. 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1924.) 


A. 


Das Wismut ist dank den Bemithungen von Balzer (1889), Sauton 
(1916), Robert, Lazerat und Levaditi (1921) als Antisyphilitikum in viel- 
fache Anwendung gekommen, ohne daB man bisher tiber sein Verhalten 
im Tierkérper hinreichend Bescheid wei8. Bis vor kurzem wurde das 
Wismut nur als Adstringens und als Kontrastmittel bei der Réntgen- 
untersuchung angewandt. Die relativ hiaufigen dabei beobachteten 
Vergiftungen fihrten zu der Feststellung, daB nach peroraler Dar- 
reichung groBer Dosen von Wismut im Kérper kleine Mengen zuriick- 


gehalten werden, denen zum Teil die Giftwirkung zugeschrieben wurde. 
Da der Wismutstoffwechsel jetzt ein vermehrtes Interesse verdient, 
uns expeditive analytische Methoden aber noch fehlen, so haben wir 
és als unsere niichste Aufgabe angesehen, ein Verfahren auszuarbeiten, . 
um die Ausscheidung auch minimaler Quantitaiten im Harn und Kot 
quantitativ verfolgen zu kénnen. 


B. 


An quantitativen Methoden zur Bestimmung des Wismuts fehlt 
es nicht: es gibt wohl mehr als ein halbes Dutzend gravimetrische 
und mindestens ebensoviel maBanalytische Verfahren. Wir haben, 

als wir eine der iiblichen Methoden fiir die Feststellung kleinster Mengen 
* anzupassen suchten, uns zunichst der Bestimmung als Phosphat zu- 
gewandt, einerseits weil gerade fir die Bestimmung des Phosphations 
die allersubtilsten Methoden ausgearbeitet sind und weil andererseits 
wegen des Vorkommens der Phosphationen im Organismus das all- 
gemein physikalisch-chemische Verhalten des Wismutphosphats schon 
fir sich ein allgemein physiologisches Interesse beanspruchen kann. 
Speziell standen uns dann noch zwei Wege offen: entweder das Wismut 
in der iiblichen Weise als Wismutphosphat zu isolieren, und es dann 
nicht gravimetrisch, sondern maBanalytisch oder nephelometrisch durch 

Biochemische Zeitschrift Band 147. 25 














378 L. Kiirthy u. H. Miiller: 


seinen Phosphatgehalt zu bestimmen, oder den Uberschu8 an nicht 
gebundenem Phosphat zu bestimmen und durch Subtraktion von der 
bekannten zugegebenen Menge die an Wismut gebundene Quantitat 
und damit das Wismut selbst festzustellen. 

Schon 1860 schlug G. Chancel!) das Wismutphosphat zur gravi- 
metrischen Bestimmung der Phosphorsiéure vor. Spiter zeigte L. Moser*), 
daB es sich bei seiner Schwerléslichkeit selbst in ziemlich konzentrierter 
Salpetersiure in Gegenwart von _ iiberschiissigem Ammoniumphosphat 
vorteilhaft zur Bestimmung des Wismuts neben Cadmium und Kupfer 
eigne. A. Staehler und W. Scharfenberg*) gelang mit Hilfe des gleichen 
Prinzips die Trennung von Quecksilber, Silber, Cadmium und Kupfer 
auch bei Gegenwart von Chlorionen, indem sie in phosphorsaurer Lésung 
arbeiteten. ZahlenmaéBige Angabe iiber die Léslichkeit des Wismutphosphats 
in Salpetersiure fanden wir nur in der Preisarbeit von S. Sendhoff*). Der 
Verfasser beobachtete, daB die Konzentration der Salpetersiure von 
wesentlichem Einflu8 ist, da eine Saure von héherem spezifischen Gewicht 
als 1,02 bis 1,03 schon erhebliche Mengen von Wismutphosphat list. 

Da unser Ziel letzten Endes die Bestimmung sehr kleiner Wismut- 
mengen — wie sie etwa wihrend einer Wismuttherapie im Harne 
vorkommt — war, muBte zuerst die Léslichkeit des Wismutphosphats 
auch in sehr verdiinnter Salpetersiure festgestellt werden. Wir be- 
nutzten zu den Versuchen ein Wismutphosphatpriparat, in dessen 
wisseriger Suspension auch mit den empfindlichsten Reagenzien kein 
geléstes Phosphation nachweisbar war. Die in der folgenden Tabelle 
zusammengestellten Versuche wurden so ausgefiihrt, daB jede Probe 
der Wismutphosphatsuspension wahrend 30 Minuten unter Erwirmen 
intensiv geschiittelt und nach 24stiindigem Stehen im Filtrat mit 
Hilfe der nachstehend beschriebenen Methode die geléste Phosphor- 
siure bestimmt wurde. 








Nr HNO, 2n Wasser Geléstes Bi in 1000 ccm 
7 ccm com g 
l 10 -- 1,98 
2 8 2 0,96 
3 | 6 4 0,54 
4 | 4 6 0,22 
5 | 2 8 6,082 
6 | 0 10 _ 


Der Versuch zeigt, daB unter diesen Bedingungen die Léslichkeit 
von Wismutphosphat in Salpetersiure doch ganz bedeutend ist. 

Nachdem wir uns dann aber iiberzeugt hatten, daB das Wismut- 
phosphat in gesittigter Natriumnitratlésung absolut unldéslich ist, 
wiederholten wir den gleichen Versuch derartig, daB wir eine méglichst 

1) C.r. d. l’acad. d. science 50, 416. — *) Zeitschr. f. analyt. Chem. 45, 
19, 1906. — *) B. B. 88, 3862. — *) Diss. Miinster 1904. 
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neutralisierte, d. h. bis zum Beginn der Hydrolyse mit Alkali versetzte 
Wismutnitratlésung mit tiberschiissiger Phosphorsiiure fillten. Im 
Filtrat konnte keine Spur Wismut mehr nachgewiesen werden. Damit 
war die Richtung fiir die weiteren Versuche gegeben, speziell daB die 
indirekte Methode der direkten (s. oben) jedenfalls vorzuziehen war. 

Wir untersuchten nun die Méglichkeit einer indirekten Bestimmung 
des Wismuts, d. h. durch Fallen mit einer genau bekannten Menge 
Phosphat und Bestimmung der tiberschiissig zugesetzten Phosphorsiure 
den Gehalt an Wismut zu berechnen. Zu diesen Versuchen verwendeten 
wir die speziell zur Mikroanalyse vorziiglich geeignete Phosphat- 
bestimmungsmethode von Doisy und Bell, welcher bekanntlich folgendes 
Prinzip zugrunde liegt: die Phosphatlésung wird mit Molybdinsiure 
versetzt und die gebildete Phosphormolybdansaure mit Hydrochinon in 
sodaalkalischer Lésung reduziert. Die entstehende Blaufirbung vergleicht 
man im Kolorimeter mit einer Standardlésung von bekanntem Gehalt. 

Zur Wismutbestimmung mu8 der Gehalt an Wismut annahernd 
bekannt sein. Soll eine Lésung von unbekannter Konzentration ana- 
lysiert werden, so gelingt es nach kurzer Ubung leicht, durch Fallen 
einer kleinen Probe mit tiberschiissigem Schwefelwasserstoff den Gehalt 
annahernd zu schitzen. Auch die Intensitét der Gelbfarbung, die 
Kaliumjodid mit Wismutionen erzeugt, kann unter Umstianden dazu 
benutzt werden, doch kénnen hierbei aus Griinden, die spater erértert 
werden sollen, groBe Fehler entstehen, so daB der Nachweis mit Schwefel- 
wasserstoff sicherer und allgemeiner verwendbar ist. Nach unseren 
Beobachtungen versagt letzterer nur bei Gegenwart von viel freier 
Salzsiure. Man neutralisiert daher am zweckmaBigsten die Probe 
vor der Schwefelwasserstoff-Fallung mit einem Uberschu8 von Alkali, 
unbekiimmert um ein eventuelles Ausflocken von Hydroxyd. 

Je nach der Menge Wismut muB die Konzentration der Phosphat- 
lésung gewahlt werden. Da sich die Reaktion in aquimolaren Verhilt- 
nissen vollzieht, haben wir uns als Phosphatstandardlésung eine Lésung 
hergestellt, die im Liter 4,257 g (NH,), HPO, enthalt. Jeder Kubik- 
zentimeter dieser Lésung entspricht 1 mg Phosphor und fallt 6,5485 mg 
Wismut. Nach unseren Versuchen geniigt ein relativ geringer UberschuB 
an Phosphat, um das Wismut quantitativ zu fallen. Aus methodischen 
Griinden aber empfiehlt es sich, immer ungefihr mit einem doppelten 
Uberschu8 zu arbeiten. Die im den folgenden Tabellen zusammen- 
gesteliten Protokolle sind wahllos einer sehr groben Anzahl von Ver- 
suchsreihen entnommen. 

Methodik. 

In einem passenden Zentrifugenglas wird die genau abgemessene 
Menge der zu analysierenden Wismutlésung mit einem bekannten 
UberschuB von Phosphatlésung versetzt. Da in der Regel saure Wismut - 
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lésungen vorliegen, so kann schon die geringe Léslichkeit des Wismut- 
phosphats in starken Mineralsiuren erhebliche Fehler verursachen. 
Die Wismutlésung muB deshalb vor der Fallung im Zentrifugenglas 
méglichst neutralisiert werden. Man setzt so lange vorsichtig verdiinnte 
Natronlauge zu, bis eben eine leichte Opaleszenz eintritt. Diese schwache 
Tribung wird mit einem Tropfen verdiinnter Salpetersiure wieder 
gelést, und die so vorbereitete Lésung mit Ammoniumphosphat gefillt. 
Selbstverstandlich muB das Totalvolumen genau bekannt sein, so daB 
auch das Volumen der zugesetzten Natronlauge gemessen werden muB. 
Nach einer Stunde wird zentrifugiert und von der itiberstehenden 
klaren Lésung je nach der Menge der iiberschiissigen Phosphorsiure 
1/, bis */; des Gesamtvolumens in einen MeBzylinder von 25 ccm genau 
eingefillt. Gleichzeitig miBt man sich in zwei weitere MeSzylinder 
von einer Lésung, die im Liter 0,4257g (NH,),HPO, oder 0,4387 g 
KH, PO, enthalt, in den ersten 1 ccm, in den zweiten 2 ccm, ent- 
sprechend 0,1 und 0,2 mg Phosphor und verdiinnt alle drei Lésungen 
mit Wasser auf 10ccm. Dann wird je 1 ccm Molybdinsiure (50 g 
Ammoniummolybdat in 1000 ccm normaler Schwefelsiure) und 2 ccm 
Hydrochinonlésung (20 g Hydrochinon+1 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure im Liter) zugesetzt, umgeschiittelt und 5 Minuten stehengelassen. 
Nach dieser Zeit wird mit 10 ccm Carbonatsulfitlésung (200 ccm 20proz. 
Na,CO, + 50cem l5proz. Na,SO,) alkalisch gemacht, mit Wasser 
auf 25ccm aufgefiillt und im Kolorimeter verglichen. 
Berechnung: 


Stand der Vergleichsliésung . angewandte Menge Vergleichsphosphor 
Stand der Versuchslésung 


ergibt Milligramm Phosphor in dem aus dem Zentrifugenglas abge- 
messenen Teil. Umgerechnet auf das Gesamtvolumen wird diese Zahl 
von der urspriinglich zugesetzten Menge Phosphor subtrahiert. Diese 
Differenz multipliziert mit 6,5485 ergibt Milligramm Wismut. 
Die Versuche in den nachstehenden Tabellen wurden mit folgenden 
Lésungen ausgefiihrt : 
TabelleI. (NH,),HPO,: 0,4138 Proz. in bezug auf P 





Bi(NO,),: ek et ek: ee 
Tabelle II. (NH,),HPO,: 0,04138 ,, . » «» P 
Bi(NO,);: Rede SiR al 
Tabelle III. (NH,),HPO,: 0,04138 ,, ., » » P 
Bi(NO,)s: Be ae ag 
Tabelle IV. (NH,),HPO,: 0,0433 ., . » w P 
Bi(NO,)s: iat ya 
Tabelle V. (NH,),HPO,: 0,004138,, . » » P 
Bi(NO,)5: a ee 


Tabelle VI. (NH,),HPO,: 0,00421 ,, __,, ~ Oe 
Bi(NOs),: 00,0170, ” ” ” Bi 
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Die Werte fir Phosphor und Wismut sind alle in Milligrammen 
angegeben. 





Tabelle I. 
wip! BiCN Ons | (NH)2HPO,| Total _m™eP __ Differenz ag & 
ieee om r. om zugesetzt | wiedergef. entspr. Bi dugesetzt | wiedergef. 
l 5,0 5,0 10 20.70 | 5,56 15,13 104,0 1015 
2/| 50 5,0 10 20,70 | 5,50 15,19 104,0 102,0 
Tabelle II. 
l 5,0 5.0 10,0 2.07 0.87 1,20 10,40 8,10 
2 5,0 5,0 10,0 2,07 0,72 1,35 10,40 9,10 
3 5,0 5,0 10,0 2,07 0,87 1,20 10,40 8,10 
4 5,0 5,0 10,0 2.07 0,85 1,22 10,40 8,19 
5 3+2H,0| 3+2H,0 10.0 1,24 0,375 0,865 6,24 5,80 
6 2,5 5,0 75 2,07 1,32 0,75 5,20 5,30 
7 2,5 5,0 7,5 2,07 141 0,66 5,20 4.43 
8 2.5 5,0 75 2,07 1,39 0,68 5,20 4.56 
9 1+4H,O 14+4H,O 10,0 0413 0,123 0,291 2,08 1,95 
Tabelle I1l1. 
l 5.0 5,0 10.0 2,07 1,0 1,07 8.50 7,18 
2 5,0 5,0 10,0 2,07 1,0 1,07 8,50 7,18 
3. 3+2H,0, 3+2H,0 10,0 1,24 0.6 0.64 5.10 4.30 
4 1+4H,O 1+4H,O 10.0 | 0413 0,192 | 0,221 1,70 1.48 
5(14+4H,O 1+4H,O 10.0 || 0413 | 0,200 | 0213 1,70 1,43 
Tabelle IV. 
l 5.0 5.0 10,0 2,165 1,0 1,165 8,50 7,82 
2 5.0 5,0 10,0 2,165 1,0 1,165 8,50 7,82 
3.3+2H,0) 3+2H,0 | 100 1,299 0,6 0,699 5,10 4,69 
4,1+4H,O 1+4H,O 10,0 0,433 0,192 0,241 1,70 1,62 
5 1+4H,O| 1+4H,O 10,0 0,433 0,20 0,233 1,70 1,56 
Tabelle V. 
1, 25 5,0 7,5 0,207 | 0,152 | 0,055 0425, 0,361 
2) 25 5,0 7,5 0,207 0,152 0,055 0,425 0,361 
3 2,5 5,0 7,5 0,207 0,148 0,059 0,425 0,395 
4 2,5 5,0 7,5 0,207 0,149 0,058 0,425 0,389 
5 2.5 5,0 7,5 0,207 0,143 0,064 0,425 0,43 
6 2,5 5,0 7,5 0,207 0,143 0,064 0,425 0,43 
Tabelle VI. 
l 2.5 5,0 7,5 0,211 0,152 0,059 0,425 0,396 
2 2.5 5,0 75 0.211 0,152 0,059 0,425 0,396 
3 2,5 5,0 75 0,211 0,148 0,063 0,425 0,423 
+ 2.5 5.0 75 0,211 0,149 0,062 0,425 0,416 


Wie aus der Zusammenstellung hervorgeht, weichen die erhaltenen 
Resultate in vielen Fallen ganz erheblich von den theoretischen Werten 
ab, wihrend andere wieder sehr gute Ubereinstimmung zeigen. Bei 
naherer Betrachtung ergibt sich aber die schon friiher betonte Tatsache, 
da8 iiberall, wo der Uberschu8 an Phosphat gréBer ist, auch die Ge- 
nauigkeit steigt. Mit anderen Worten spielt doch die Léslichkeit des 
Wismutphosphats eine groBe Rolle, deren Vermeidung nur mit einem 
relativ groBen Uberschu8 an Ammoniumphosphat erreicht werden 
kann. Folgendes Protokoll veranschaulicht die Verhiltnisse noch 
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deutlicher. Um das Wismutphosphat grobkérnig, also méglichst un- 
léslich zu fallen, wurden die Zentrifugengliser wihrend einer halben 
Stunde auf dem Wasserbade erhitzt. 





Bi (N Oy). KH,PO, Total. P Bi 
Nr, 9.015 Proz. | 0,013 Proz. | volumen ~ Differenz = 
ccm ccm com zugesetzt | wiederget. ©"*SPr-Bi zuyesetzt | wiederget. 
l 5 2 | 7 | O26 | 0152 | 0108 0,75 | 0,68) 
2 5 4 9 | O52 | 0,410 0,110 0.75 | 0,720 
3 5 6 | ll | O78 | 0669 | O111 0,75 0,730 
+ 5 8 r I 1,04 | 0,926 0,114 0,75 0.747 
5 5 |} 0 | WB FY 130 | 1185 | 0115 0,75 0,753 
Cc. 


Da es somit gelingt, mit Hilfe von Phosphat das Wismut auch 
auf Zehntel Milligramme, trotz des hohen Atomgewichtes (!), genau zu 
bestimmen, haben wir ungekehrt versucht, diese Methode zur volu- 
metrischen Bestimmung von Phosphorsiure auszuarbeiten. 

Die Phosphattitration, wie sie heute wohl am allgemeinsten aus- 
gefihrt wird, beruht auf der Fiallung mittels einer eingestellten Lésung 
von Uranylacetat unter Verwendung von Cochenille oder Kaliumferro- 
cyanid als Indikator. Die Methode liefert sehr gute Resultate, doch 
erfordert die Beurteilung des Umschlagpunktes einige Ubung. Auch der 
relativ hohe Preis der Uransalze lieB es uns wiinschenswert erscheinen, 
nach einer Methode mit billigerem Ausgangsmaterial zu suchen. 

Wir priften die Méglichkeit, das Phosphation quantitativ mit 
einer m/10 Wismutnitratlésung zu fallen. Als Indikator wurde eine 
5proz. Kaliumjodidlésung verwendet, nachdem sich gezeigt hatte, dab 
die Chininkaliumjodidverbindung trotz der intensiven Firbung des 
Wismutkomplexes nicht zu verwenden war. Rein qualitativ konnte 
schon festgestellt werden, daB die Menge des zugesetzten Jodkaliums 
von groBer Bedeutung war. Offenbar stellt sich bei erheblichen Jod- 


kaliummengen ein Gleichgewicht Bi Ce ny ein (unter Weglassung 
aller tibrigen Ionen), das aber erst bei einer gewissen Konzentration 
an Jodionen erkennbar wird und dann bei zunehmender Menge Kalium- 
jodid im Sinne des unteren Pfeiles verschoben wird. Wie die folgende 
Tabelle lehrt, bestatigte der quantitative Versuch diese Beobachtung. 
Lésungen: m/10 Bi(NO,), in 0,7n HNO;, m/10 KH,PO,, 5 Proz. KJ. 





Nr. KH,PO, KJ Bi (NO5)3 Umschlag 
Meat CS ee Sa = eee A cm 
1 10 0,02 9,95 deutlich in Gelb 
2 10 0,04 10,05 e es 
3 10 0,06 9,9 > ao i 
4 10 0,08 9,6 ‘ ee 
5 10 0,10 9.3 2 ror” 
6 10 0,20 _- 1 Tropfen erzeugt Schwarzfarbung 
7 16 1,00 —- Pg ; s 
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Daraus geht deutlich hervor, daB bei Verwendung von | bis 
2 Tropfen K J-Lésung mit Leichtigkeit genaue Resultate erzielt werden, 
daB aber ein gréBerer UberschuB an Jodkalium zu ganz falschen Werten 
fiihrt. Weitere Versuche lehrten, daB auch die Konzentration an 
Salpetersiure eine wesentliche Rolle spielt. Kleine Mengen davon 
sind nétig, weil dadurch die Intensitét der Gelbfirbung mit Jod- 
kalium sehr verstarkt wird. Andererseits stért eine gréBere Salpeter- 
siurekonzentration, weil offenbar dann die Bildung von BiOJ auf 
Kosten des Bi PO, stark begiinstigt wird. Da die Wismutnitratlésung 
schon selbst ziemlich stark salpetersauer ist '), so soll die zu analysierende 
Lésung keine freie Salpetersiure enthalten bzw. sie soll vorher neutra- 
lisiert werden. Selbstverstindlich ist es auch hier aus den schon an- 
gefihrten Griinden ausgeschlossen, bei Gegenwart von Chlorionen 
genaue Resultate zu erhalten. Es sei ausdriicklich betont, daB nicht 
nur freie Salzsiiure, sondern ganz allgemein die Chloride hemmen. 
Dabei kommt neben der Léslichkeit des Wismutphosphats in Chlor- 
ionenlésungen noch die Wechselwirkung zwischen Wismutoxyjodid in 
Betracht. Wir werden in einer spiteren Mitteilung noch naher auf 
die Sonderstellung der Chlorionen eingehen und beschrinken uns, hier 
an Hand von Versuchen zu zeigen, daB einerseits Wismutphosphat 
in erstaunlich groBer Menge in Kochsalz léslich ist, andererseits der 
Nachweis des Wismuts mittels Jodkaliums bei Gegenwart von Kochsalz 
unsicher wird oder vollstandig versagt. 


Léslichkeit von Wismutphosphat in Natriumchlorid. 





Geléstes Wismut 


Nr. NaCl gesattigt Wasser in 1000 com 
com ccm 8 
l 10 — 5,45 
2 8 2 3,69 
3 6 4 3,30 
4 4 6 2,56 
5 2 s 0,201 
6 — 10 — 


!) Wir iiberzeugten uns, daB die Wismutnitratlésung in bezug auf die 
Salpetersiurekonzentration 0,7 n sein mu8. Unter diesen Umstinden ist 
sie wochenlang haltbar, ohne daB sich der Titer durch eintretende Hydrolyse 
andert. AuBerdem kann eine solche Wismutnitratlésung beliebig mit 
Wasser verdiinnt werden, so da8 bei der Titration einer neutralen Phosphat 
lésung keine Hydrolyse zu befiirchten ist. 
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Grenze der Nachweisbarkeit von Wismut mittels Jodkalium. 





5Proz. HNO, 
KJ 2 





Nr. Bi (N O,)s o Gelbtarbung 
com Tropfen 

1 m/100000 10 ccm l ] 

2 m/200000 10 . 1 1 | 

3) m/300000 10, l l | 

4) m/400000 10 , | 1 1 

5 | m/500000 10 , l a. | 

6 m/600000 10 . l l 

7 m/700000 10 , l l 

8 m/800000 10 , l l 

9 m/900000 10 , l 1 

10 m/1000000 10 , l ] 


Einflu8 von NaCl auf die Gelbfarbung zwischen Bi™ und J’. 





Nr, || Gesiittigte NaCl H,O Bi(NOs)3 m/10 5 proz. KJ Farbung 
com te Sle ccm o ccm ccm 
| 

l 10 0 1 | _ 

2 8 2 l l schwach 
3 6 4 l l intensiv 
4 4 6 | I ! , 

5 2 8 l l “ 

6 0 10 1 l “ 


Trotz dieser Einschrinkung glauben wir, diese Methode empfehlen 
zu dirfen, weil sie sich auBerordentlich gut eignet, in kirzester Zeit 
den Gehalt von reinen Phosphatlésungen, z. B. den Sdérensenschen, 
die ja heute in jedem biologischen Laboratorium als Puffersystem ver- 
wendet werden, mit groBer Genauigkeit zu bestimmen. 


Methodik. 

Die zu analysierende Phosphatlésung wird in einem Spitzglas mit 
einem Tropfen 5proz. Kaliumjodidlésung versetzt und unter Um- 
rihren mit einer m/10 Wismutnitratlésung titriert. Erforderlich ist 
helles Tageslicht. Die bei jeder Zugabe auftretende Gelbfairbung ver- 
schwindet so lange prompt, als noch ionisierte Phosphorséure vorhanden 
ist. Ein Tropfen iiberschiissige Wismutnitratlésung erzeugt dauernde 
Gelbfarbung, die besonders leicht nach dem Absetzen des Nieder- 
schlages in der tiberstehenden Lésurg erkannt wird. 

Wir haben uns in den Kursen unserer Anstalt iiberzeugt, dab 
selbst Anfanger in der MaBanalyse mit dieser Methode richtige Werte 
erhalten. 




















Chemische und physiologische Untersuchungen iiber Wismut. 


II. Mitteilung: 
Uber die Neigung des Wismuts zur Bildung von Komplexsalzen. 


Von 


Hans Miller und L. Kiirthy (Budapest). 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1924.) 


Wir haben in der vorangegangenen Mitteilung gesehen, daB das 
in Wasser unlésliche Wismutphosphat bei Gegenwart von Chlorionen 
erheblich léslich ist, vermutlich unter Bildung einer Komplexverbindung. 
Die schon hervorgehobene Bedeutung dieser Tatsache fiir den Wismut- 
stoffwechsel hat uns veranlaBt, der Frage ganz allgemein naherzu- 
treten und die Bildung von Wismutkomplexsalzen ausfihrlicher zu 
untersuchen. Wir werden sehen, daB diese Erfahrungen auch ana- 
lytisches Interesse haben, weil sie die Griinde fiir ein Versagen von 
Methoden angeben, die bisher zur Bestimmung des Wismuts angewandt 
worden sind. 

Zunichst fiel uns auf, daB die Reaktion von Wismutharnen (von 
Patienten, die mit Wismut behandelt waren, aber auch von Harnen, 
die mit Wismutsalz versetzt waren) gegen Schwefelwasserstoff nach 
und nach schwicher wurde und mit der Zeit vollkommen verschwand. 
Diese fir den quantitativen wie qualitativen Nachweis des Wismuts 
wichtige Beobachtung kann zwei Griinde haben: man kann sich vor- 
stellen, da8 das Wismut im Harn als iuBerst feines oder sogar kolloidales 
Wismutphosphat lange Zeit suspendiert bleibt, in dieser Form selbst- 
verstandlich mit Schwefelwasserstoff noch nachweisbar ist, daB es aber 
mit der Zeit kristallin wird, sich absetzt und so dem Nachweis entgeht. 
Die zweite Méglichkeit wire die Bildung von stabilen Komplexen, in 
denen das Wismut nicht mehr in ionisierter Form vorhanden ist. 

Die folgende Zusammenstellung zeigt die Verhiltnisse in einem 
normalen Harn, dem steigende Mengen Wismut zugesetzt wurden. 
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Zu allen folgenden Versuchen wurde eine salpetersaure Wismutnitrat. 
lésung verwendet, die in jedem Verhaltnis mit Wasser verdiinnt werden 


konnte ohne zu hydrolysieren. 


; Tabelle I. 





Reaktion gegen Schwefelwasscrstoff nach 


Ne | a" |TalalalalZi $8: 8] al 
2/4/42 | & eligi¢iégié 

com mg N - Tv x N “A Tv ” =] '™ 

l 10 0,68 0 0 ( 0 0 0 0 0 0 0 
2 10 1.36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 10 2.04 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 10 2,72 + + 0 0 0 0 0 0 0 
5 10 3.40 + + 0 0 0 0 0 0 
6 10 4.08 + + +. + Lr 0 0 0 0 0 
7 10 4,76 + + + + + 0 0 0 0 0 
8 10 544 ++++ +4 + + 0 0 0 0 0 
9 10 6,12 ++ ++ i+4 - + + + 0 0 0 
10 10 680 § ++4+4+/4+4+44+/4+ 4 + +£¢i+t 0) 0 
11 10 8.16 ae eS ee ee 1. :- + 0 0 
12 10 10,20 fn hn he ake fade ah. [oth |p. 4 rc : a 0 

0 = negativ. + = sehr schwach (Spuren). + schwach. ++ = ziemlich stark. +++ stark 

++++ sehr stark. 


Eine Phosphatbestimmung in dem verwendeten Harn zeigte, 
daB selbst in der wismutreichsten Probe (Nr. 12) noch ein etwa 12facher 
Uberschu8 von Phosphorsiure vorhanden war, eine Versuchsbedingung, 
die in wisseriger Lésung augenblicklich zur vollstandigen Fallung des 
Wismuts gefiihrt hatte. 

Es lag nahe, dieses eigenartige Lésungsvermégen des Harns durch 
die Anwesenheit von Chlorionen zu erkliren. Wir wiederholten deshalb 
den gleichen Versuch derart, da8 wir dem gleichen Harn unter sonst 
gleichen Bedingungen Kochsalz, Glykokoll und Salpetersiiure zu- 
setzten. Die Einwirkung zeigen die folgenden drei Tabellen: 





Tabelle 11. 
| NeCl Reaktion gegen Schwetelwasserstoff nach 
|| Harn Bi gee ‘ 
Ne. | sittigt. 10 2 6 9 | 2 4 5 6 

| eon mg com Min. | Std. Std. | Std. | Tagen | Tagen | Tagen | Tagen 
1 10. 1,36 l 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 1 272 1 £ 7 + + + t + 
3. 10) 4,08 l + a + rT a + + 
4 10) 544 1 + = + + + + + + 
5 10) 6,80 1 ++ 44+ 1) ++ ++ ++ + + + 
6 10 | 17,00 ] ++ 44 4-+ | ++) ++ - + 7 
7 10 | 68,00 L ++ et +4 4el4ttesit+eeei4¢e+) + + 
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Tabelle 111. 





Reaktion gegen Schwefelwasserstoff nach 





I eteee Bi HNO, 
Nr. konz., 19 2 6 19 2 4 5 6 
com mg com Min. Std. Std. Std. | Tagen | Tagen | Tagen Tagen 

1 10 136 l - - £L t C C > I 
2 10 2,72 l + 4 n 

3 10 4.08 ] Pt | 4 ++ +4 ++ ++ ++ 

4 10 544 l - - 4 + + 4 + + + + 

5 10 6.380 I ++ 4 +4 - + + 4 4+ 4 i, 4+ 4 4 4 

6 10 17,00 l $+$4+4+14444/4 $leteslay + b+e4 

7 || 10/6800 | 2 +4+4+4+/4+4+4/44+4+4/+4+4 $+ teti¢44414+444/44+44 

Tabelle IV. 
ee ; a Reaktion gegen Schwetelwasserstoff nach 
x Glyko- 
. Harn Bi 
Nr. koll = 19 2 6 19 2 4 5 6 
com mg ccm Min. Std. Std. Std. | Tagen | Tagen | Tagen | Tagen 

1 10 1,36 l 0 0 0 0 0 0 0 0 
2] 10; 272 l 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 10 4,08 l " 4 = r _ c : 0 0 
4/10 5,44 l + + +t t t + t 
5 10 6,80 ] + - + + - = y - 
6 10 17,00 1 +. + + + 0 0 0 0 
7) 10 68,00 1 : + + 0 0 0 0 


Tatsachlich ist das Lésungsvermégen des Kochsalzes aus Tabelle II 
leicht ersichtlich und entspricht auch den entsprechenden Resultaten 
unserer ersten Mitteilung. 

Tabelle LIT gibt an, daB alles Wismut bei Zusatz von Salpetersiure 
in Lésung bleibt. Scheinbar laBt sich diese Tabelle leicht mit der 
Léslichkeit des Wismutphosphats in Salpetersiure erkliren. Vergleicht 
man aber die einzelnen Proben zahlenmaBig mit dem friiher mitgeteilten 
Lésungsvermégen der Salpetersdure, so zeigt sich, daB eine etwa zehnmal 
gréBere Menge Wismutphosphat gelést bleibt, als der Wirkung reiner 
Salpetersiure von gleicher Konzentration zugeschrieben werden kénnte. 
Auch auf Grund dieses Resultats kénnte an Komplexbildung des 
Wismutphosphats mit einem Harnbestandteil gedacht werden. Uber- 
raschend sind die Ergebnisse der Tabelle IV. Dieser Versuch 
wurde zur Priifung der Frage angesetzt, ob die im Harn vorkommen- 
den Aminosiuren als Lésungsgenossen in Betracht kommen. Merk- 
wirdigerweise aiuBert sich die Wirkung des Glykokolls nicht linear 
mit zunehmender Konzentration an Wismut. In den Proben 1 und 2 
findet volistandige Ausfillung statt, dann aber tritt gegeniiber dem 
Nullversuch, wie wir Tabelle I bezeichnen wollen, eine ganz erhebliche 
Verzégerung ein, wahrend bei weiter steigender Wismutkonzentration 
wieder die umgekehrte Reaktion stattfindet. Dieses zunichst nicht 
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leicht verstandliche Verhalten des Glykokolls studierten wir an folgen- 
dem Modellversuch : 





Tabelle V. 
' Bat. | |Zugesetztes| Elektrolytisch | Durch Hydrolyse 
Nr, | Glykokoll Bi (NOg)3 | Hydrolyse Bi | bestimmtes Bi |  ausgefalltes Bi 
j ; ' 
| ccm eae 8 | é 
1 0,005 10 — | 0134 01337 gelést | _ 
2 0.01 10 — 0,134 0,1340 - — 
3 0,05 | 10 x | 0,134 O111l0 0,023 
4 0,10 10 x x 0,134 0,0788 - 0,0552 
5 0,20 10 | «xxx 0,134 0.0448 =. 0.0892 
6 0,40 10 | x 0,134 0,1022 a“ 0.0318 
7 0,80 10 — 0.134 | O1342 a — 
8 1,60 © | — 0,134 | 01333, — 
9 3,20 10 | — 0,134 | 0.1335 = _ 


Daraus geht hervor, daB, sobald eine bestimmte Konzentration 
an Glykokoll erreicht ist, eine sehr starke Hydrolyse des Wismutsalzes 
eintritt. Bei noch gréBerer Menge tritt scheinbar keine Veranderung 
ein. DaB aber in den Proben 7 bis 9 das Wismut zum gréBten Teil 
nicht mehr als normales Kation vorhanden ist, kénnte folgender Versuch 
vermuten lassen: Bekanntlich lést sich Wismutchlorid in Natrium- 
chlorid ohne Hydrolyse. Ein durch Wasser hydrolysiertes Wismutsalz 
kann durch Natriumchloridzusatz wieder gelést werden. Wird nun 
aber eine der Proben 7 bis 9 mit wenig Kochsalz versetzt, so tritt 
augenblicklich starke Ausfillung ein, die auch mit mehr Kochsalz 
und durch anhaltendes Kochen nicht mehr in Lésung geht. Umgekehrt 
wird in gesiattigter Kochsalzlésung geléstes Wismut durch Spuren von 
Glykokoll ebenso prompt gefillt. Auch in tiberschiissigem Glykokoll 
lést sich der Niederschlag nicht. Ferner fanden wir, daB Wismut- 
oxychlorid in wenig Glykokoll unléslich, in einem Uberschu8 aber leicht 
léslich ist. Diese verwickelten Verhialtnisse sind vermutlich darauf 
zuriickzufiihren, daB nicht nur das Glykokoll ein ausgesprochener 
Ampholyt ist, sondern auch das Wismut nicht nur positive [onen 
(Wismut und Wismutyl) bilden, sondern auch ein Bestandteil negativ 
geladener (Komplexe) Ionen sein kann. Natiirlich lassen sich, namentlich 
unter Benutzung der in den Komplexverbindungen mit Kochsalz 
sowohl wie mit Ampholyten zur Geltung kommenden Nebenvalenzen, 
leicht Formelbilder aufstellen, die das Verhalten der Wismutlésungen 
veranschaulichen. Doch wollen wir ihres hypothetischen Charakters 
wegen davon absehen und uns vorliufig mit der Registrierung der 
Tatsachen begniigen, wie sie wohl fiir das physiologische Verhalten 
im Tierkérper wichtig sind. 

Die besonders groBe Neigung der Wismutsalze zur Bildung von 
Komplexverbindungen geht endlich aus der nachstehenden Tabelle 
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hervor, die die Léslichkeit von Wismutoxyd und Wismutnitrat ver- 
gleichend darstellt in Lésungen, die schwache Siuren, Salze, Ampholyte 
und hydroxylreiche Verbindungen enthalten. 


als das Oxyd. 


Uberall zeigt sich, daB das Wismutnitrat viel leichter lislich ist 
Wir machen namentlich wegen der physiologischen 


Wichtigkeit auf die Versuche mit Milchsiure, Glykokoll und Glucose 
aufmerksam. 


Léslichkeit des Bi, als Bi,O, und Bi(NO,),. 





10 


ll 


Losungsmittel 


Na-Acetat (gesittigt) 
Borsiure (gesattigt) 
Na-Borat (gesittigt) 
Glykokoll (mol. Lésung) . 
Milchséure (mol. Lésung) . 
Na-Lactat (mol. Lésung) . 
Apfelsiure (mol. Lésung) . 
Weinsaure (mol. Lésung) . 
Seignettesalz (mol. Lésung) 
Glycerin 


Glucose (mol. Lésung) . 


Geléste Substanz 


Bi, O, 
Bi(N Os), 
Bi, O, 
Bi(N Oy)s 
Bi, O, 
Bi (N Os), 
Bi, O, 
Bi (N O,), 
Bi, O, 
Bi (NO ), 
Bi, O, 
Bi (N Os), 
Bi, O, 
Bi(NO,), 
Bi, O, 
Bi(NO,), 
Bi, O, 
Bi(N Os), 
Bi, O, 
Bi(NQ,), 
Bi, O, 
Bi (NO ), 


Geléstes Bi in 1000 com 
& 
0,948 
1,857 
Ad 


avi 


4.431 
unldéslich 
142 
Spur 
32,22 
4.01 
23,96 
3.36 
30,49 
1,24 
6,19 
1,34 
8.45 
4,04 
11,03 


Spur 
10,30 


unléslich 
17,60 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 


Nr. 62. 


Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu& 
der Driisen mit innerer Sekretion auf die Wachstumsvorginge, 
zugleich Beitrige zum Konstitutionsproblem. 


I. Mitteilung: 
Der Einflu8 des Ovariums und der Schilddriise auf die Regeneration der 
weiBen und der roten Blutkérperchen. 


Von 
Kiyoshi Furuya. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 8. Marz 1924.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Derjenige Einflu8, den die Driisen mit innerer Sekretion auf den 
Organismus haben, welcher von allen der sinnfilligste ist, ist der 
auf das Wachstum. So viel Zweifel auch tiber die mannigfachen, den 
Driisen mit innerer Sekretion zugeschriebenen Leistungen geauBert 
werden, am geringsten sind sie in bezug auf die Wachstumsvorginge. 
DaB die letzteren in erster Linie mit den Methoden der Morphologie 
untersucht werden, ist klar. Um weiter fortzuschreiten und tiefer in 
die Geschehnisse einzudringen, wird es aber erforderlich sein, diese 
Vorgiinge mit Hilfe von experimentellen Methoden zu analysieren. 
Hierbei darf man hoffen, dem eigentlichen Funktionellen bei den 
Wachstumsvorgiingen etwas naiher zu kommen. Die Wachstums- 
vorginge sind etwas sehr Kompliziertes, das Baumaterial ist ein 
chemisches und die bloBe Bereitung dieses Baumaterials ist der Ab- 
schluB eines sehr komplizierten funktionellen Geschehens. Erst hierauf 
setzt sich das Architektonische auf, dem wiederum ein raumlicher 
und zeitlicher Plan zugrunde liegen mu, was nur unter Innehaltung 
eines funktionell geordneten Geschehens erméglicht werden kann. 
Das, was durch die Wachstumsvorgiinge erreicht wird, macht auBerdem 
noch einen sehr erheblichen Teil von dem aus, was man landlaufig 
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als Konstitution bezeichnet. Wenn der Ausdruck Konstitution ge- 
braucht wird, so wird meist darunter etwas gemeint, was in der An- 
schauung letztlich auf etwas Morphologisches hinausliuft. Hiermit 
ist aber weder fiir das Verstandnis des Physiologischen, noch vor allem 
des Pathologischen viel gewonnen. Ein tieferes Eindringen fordert 
die Analyse durch das Experiment. Die experimentelle Untersuchung 
der Beziehung zwischen Konstitution und Driisen mit innerer Sekretion, 
eine Beziehung, die ja vielfach als eine ganz wesentliche behauptet 
wird, verspricht daher eine wohl sehr erwiinschte Abklarung. 

Die kurzen Ausfiihrungen mégen geniigen, um die Kompliziertheit 
der Probleme anzudeuten. Bei dieser Sachlage ist es notwendig, mit 
einem mdglichst einfachen und scharf formulierbaren Problem einen 
Anfang zu machen. In dieser ersten Untersuchung wird die Beziehung 
zwischen Regeneration der roten und der weiBen Blutkérperchen und 
zwei Driisen mit innerer Sekretion, namlich dem Ovarium und der 
Schilddriise, untersucht. 

Schilddriise und Ovarium wurden gewihlt, weil diese beiden 
Organe einen wohlbekannten, gestaltenden Einflu®B auf den Aufbau 
der Organismen besitzen. Die Literatur tiber den EinfluB der Schild- 
driise auf die Entwicklung und Ausbildung des Kérpers ist eine auBer- 
ordentlich reiche, und dasselbe gilt von dem EinfluB der Ovarien auf 
die kérperlichen sekundéren Geschlechtsmerkmale. Was die von mir 
gewihlte Beziehung anbetrifft, so ist sie eine vergleichsweise einfache : 
immerhin gehért zur Bildung der roten und der weiben Blutkérperchen 
eine ganze Summe von Vorgingen. 

Was die Regeneration des Blutes nach Entfernung der Schilddriise 
anbetrifft, so ist dieselbe mit Riicksicht auf den groBen EinfluB, welchen 
die Schilddriise auf die Permeabilitaét im ganzen hat, Gegenstand von 
Untersuchungen gewesen. Ich erinnere vor allem an die Untersuchungen 
von Eppinger'), welcher zeigte, wie verzégert der Fliissigkeitsersatz 
und der Ersatz von Serumbestandteilen ist, wenn man einen gréBeren 
AderlaB bei schilddritsenlosen Hunden macht. Sehr zahlreich sind auch 
die Erfahrungen iiber veriinderte Permeabilitat, die ja stets in die 
Blutregeneration eingeht, in den Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts. Bei allen diesen Untersuchungen handelte es sich weniger 
um die Regeneration der roten Blutkérperchen. Was die weiben Blut- 
kérperchen anbelangt, so liegen zahlreiche Beobachtungen tiber das 
Blutbild vor und nach Exstirpation von Driisen mit innerer Sekretion, 
vor allem aber bei den Erkrankungen der Driisen mit innerer Sekretion, 
sowohl denjenigen vom Typus der Unterwertigkeit wie auch denjenigen 


1) Eppinger, Pathologie und Therapie des menschlichen Odems. Berlin, 
Julius Springer, 1917. 
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vom Typus der sogenannten Uberwertigkeit. Die eigentliche Regeneration 
der weiBen Blutkérperchen ist jedoch nicht Gegenstand der Untersuchung 
vom Boden der von mir angestellten Betrachtungen aus gewesen. 

Zu meinen Untersuchungen bediente ich mich des Kaninchens. 
Es wurden méglichst gleich alte und gleich groBe Tiere gewahlt und diese 
unter den gleichen Bedingungen gehalten. Eine besondere Diat brauchte 
nicht beobachtet zu werden. Da bekannt ist, daB sich das weiBe Blut- 
bild nach der Nahrungsaufnahme andert, erfolgte die Blutentnahme 
méglichst zu gleichen Zeiten, besonders frih morgens im niichternen 
Zustande. Zu jedem neuen Ejingriff wurden frische Tiere benutzt. 

Das Blut entnahm ich den Ohrvenen, nachdem ich vorher das 
Ohr abrasiert und sorgfailtig mit Alkohol und Ather gereinigt und 
desinfiziert hatte. Die Eréffnung der Vene erfolgte durch schriiges 
Einstechen mit einer sterilen Stecknadel. Dann wurde das hervor- 
quillende Blut ohne Druck aufgefangen. Mit dieser einfachen Methode 
erzielte ich bessere Resultate als mit den tiblichen Schnappern. Die 
GefaBverletzung konnte so auf ein Minimum beschrinkt bleiben. Die 
kleine Wunde schloB sich jeweilen sehr rasch und spurlos. Das war 
fiir fortgesetzte Untersuchungen sehr wiinschenswert, um unter méglichst 
gleichen Bedingungen das Blutbild zu erhalten. 

Das histologische Blutbild wurde an Ausstrichpriparaten auf 
Objekttragern untersucht. Ein Blutstropfen kam auf das gut gereinigte 
und entfettete Glas und wurde mit dem Rande eines Deckglischens 
méglichst gleichmaBig verstrichen. Ich waihlte, um die Resultate sicher 
zu gestalten, verschiedene Firbungsmethoden, so nach Jenner-May, 
nach Romanowski-Giemsa, nach May-Giemsa (Pappenheim). Besonders 
zog ich die letztere Methode heran. Die lufttrockenen Praparate wurden 
wihrend 3 Minuten in 96proz. Methylalkohol fixiert. 

Die Farbung nach May-Giemsa geschah durch Aufschichten von 
konzentrierter Jennerfarbe wihrend 5 Minuten; dazu wurde der Objekt- 
triger in eine gedeckte Petrischale gebracht; wihrend weiterer 10 Mi- 
nuten wurde die Jennerfarbe mit der gleichen Menge destillierten 
Wassers verdiinnt. Ohne Wasserausspiilung kamen dann die Priaparate 
wihrend 30 Minuten mit der verdiinnten Giemsalésung in Beriibrung, 
die im Verhiltnis von einem Tropfen Farbe zu l ccm destillierten 
Wassers jedesmal frisch bereitet wurde. Nachher wurden sie in Brunnen- 
wasser kurz abgespiilt, dann getrocknet und vermittelst eines Immer- 
sionssystems auf dem verschiebbaren Objekttisch eines Leitzmikroskops 
untersucht. 

Die Zablung erfolgte jedesmal so lange, bis mindestens 300 Leuco- 
cyten differenziert waren. Diese Zahl erwies sich als geniigend, um 
sichere Resultate im relativen Blutbild zu erhalten, was durch gelegent- 
liche Zéhlungen von gréBeren Reihen bestatigt wurde. 
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Die Bestimmungen der absoluten Zahlen der weiben Blutkérperchen 
wurden mit dem Apparat von Hayem-Sahli ausgefiihrt. Als Ver- 
diinnungs- und Farbungsflissigkeit wurde die Tiirksche Lésung (1 proz. 
Essigsiurelésung + Gentianaviolett 0,05: 300) benutzt. Die Hiimo- 
globinbestimmung wurde mit dem Hamometer von Sahli genau nach 
den Vorschriften seines Lehrbuches ausgefiihrt. 


Meine Untersuchung begann mit Voruntersuchungen an den ge- 
brauchten Tieren, um die etwaigen physiologischen Schwankungen 
kennenzulernen. Wihrend der ganzen Dauer der Versuche wurden 
selbstverstindlich Kontrolltiere unter den gleichen Bedingungen 
beobachtet. 


Die Operationen an mehreren Tieren geschahen in Morphium- 
narkose (2cg Morphium muriaticum subkutan); sie wurden unter 
streng aseptischen Kautelen ausgefiihrt. Besonders wurde das Ka- 
ninchenfell desinfiziert, um die geringste Infektion auszuschlieBen. 
Der Blutentzug geschah so, daB die Haare des Halses gut abrasiert 
wurden und die Haut mit Alkohol gehérig desinfiziert wurde. Die 
Karotis wurde dann in der tiblichen Weise freigelegt und méglichst 
hoch oben eine sterile Kaniile in dieselbe eingefiihrt, um die jeweilig 
gewollte Blutmenge zu entziehen. Die Thyreoidektomie wurde in 
der im Berner physiologischen Institut tiblichen Methode mit sorg- 
filtiger Blutstillung und Schonung der beiden duBeren Glandulae para- 
thyreoideae sowie der Nervi recurrentes ausgefiihrt. Die Ovariotomie 
geschah gleichfalls in der bekannten Weise. 


Der allgemeine Zustand der operierten Tiere wurde von mir stets 
genau verfolgt. Die operierten Tiere waren immer schon 3 bis 6 Stunden 
nach der Narkose erwacht, bewegten sich munter und konnten gut 
fressen. Von da an verhielten sie sich auBerlich wie nicht operierte 
Tiere. Wéahrend der ganzen Zeit meiner Untersuchungen waren alle 
von mir bénutzten Tiere in gesundem Zustande. Es war mit Riicksicht 
auf die Deutung des weiBen Blutbildes von gréBter Wichtigkeit, genau 
jederzeit den Gesundheitszustand der Tiere zu tiberwachen. Der Plan 
meiner Untersuchungen bestand darin, bei normalen, bei ovariumlosen 
und bei schilddriisenlosen Tieren einen Blutentzug zu machen und 
nach demselben fortlaufend die Regeneration des Blutes in bezug auf 
seine kérperlichen Elemente durch Haimoglobinbestimmung, Zahlung 
der Gesamtzahl der weiBen Blutkérperchen und Feststellung der rela- 
tiven Zahl der einzelnen weiBen Blutkérperchenarten, dem sogenannten 
relativen Blutbilde, zu verfolgen. Auch das sogenannte Arnethsche 
Blutbild habe ich in den Bereich meiner Untersuchungen gezogen, 
doch tritt dasselbe in der Bewertung der Geschehnisse zuriick. Bei 
denjenigen Tieren, bei denen die Kastration oder die Thyreoidektomie 

Biochemische Zeitschrift Band 147. 26 
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erfolgte, wurde vor dem Blutentzug der EinfluB dieser Operation auf 
die genannten Faktoren gepriift und der Blutentzug erst gemacht, 
wenn annahernd stabile bekannte Verhaltnisse vorlagen. 

Die Ergebnisse meiner Versuche habe ich in Form von Tabellen 
und Kurven niedergelegt, welche alles Wesentliche enthalten und ver- 
anschaulichen, weshalb es nur einer kurzen Besprechung der Versuchs- 
resultate bedarf. Ich beginne mit der Erérterung der Gruppe | meiner 
Versuche, bestehend aus einem Kontrolltier, einem Tiere, bei welchem 
ich die Ovariotomie gemacht habe, und einem Tiere, bei welchem ich 
die Schilddriise entfernte. Ich hebe nochmals hervor, daB es mir bei 
meinen Versuchen nicht allein darauf ankam, die Regeneration nach 
Ovariotomie und nach Thyreoidektomie zu studieren, Dinge, tiber 
welche teilweise schon Material in der Literatur vorliegt, sondern es 
lag mir vor allem an einem Vergleich zwischen dem EinfluB der beiden 
Driisen mit innerer Sekretion auf das vorliegende Problem. 

Was das Normaltier anbelangt, so habe ich bei demselben zweimal 
einen Blutentzug gemacht, beidemal annihernd die gleiche Menge. 
Ich wiahlte einen mittelgroBen Blutentzug, weil ich glaubte, daB gerade 
bei diesem die Unterschiede deutlicher zutage treten wirden. Beim 
normalen Tiere waren in beiden Fillen in 7 bis 8 Tagen die fritheren 
Werte fiir Haimoglobin erreicht, demnach eine Regeneration der roten 
Blutkérperchen erfolgt. Beim ovarienlosen Tiere hatte die Kastration 
keinen wesentlichen Einflu8 auf den Himoglobingehalt des Blutes. 
Nach dem ersten Blutentzug dauerte es aber 12 Tage, bis die Regene- 
ration der roten Blutkérperchen eingetreten war und abermals 12 Tage 
nach dem zweiten Blutentzug. Folglich regenerierte das ovariumlose 
Tier langsamer als das normale Tier. Beim schilddriisenlosen Tiere 
war erst nach 14 bis 15 Tagen nach dem ersten Blutentzug die Regene- 
ration der roten Blutkérperchen zur Norm eingetreten, und nach dem 
zweiten Blutentzug dauerte es sogar 18 Tage, bis die Regeneration 
zur Norm eintrat. Die hier geschilderten Tatsachen habe ich in Abb. 1, 
3 und 5 graphisch dargestellt. Noch deutlicher aber kommt der Sach- 
verhalt in der kurvenmaBigen Darstellung in Abb.7 zutage. Hier 
habe ich nebeneinander die Himoglobinregeneration nach dem ersten 
und nach dem zweiten Blutentzug vom Normaltiere, vom kastrierten 
Tiere und vom schilddriisenlosen Tiere in Kurvenform wiedergegeben, 
und man erkennt sehr deutlich, wie am steilsten die Kurve beim Normal- 
tiere verliuft, wesentlich flacher beim kastrierten Tiere und noch viel 
flacher beim schilddriisenlosen Tiere, so daB8 der Endordinatenwert 
zeitlich sehr auseinanderfallt. 

Was nun das Verhalten des relativen weiBen Blutbildes betrifft, 
so zeigt sich beim Normaltiere ein gegensitzliches Verhalten der 
Lymphocyten und der polymorphkernigen Leucocyten nach dem Blut- 
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entzug. Nach jedem Blutentzug kommt es zu einem raschen und 
tiefen Sturz der Lymphocyten, wahrend bei den polymorphkernigen 
Leucocyten cin merkliches, wenn auch nicht ganz so groBbes Ansteigen 
feststellbar ist. Ganz anders verlaufen die Dinge beim kastrierten 
Tiere. Infolge der Kastration kommt es zu einer allmihlichen Aus- 
bildung der Vermehrung der Lymphocyten und zu einer ebenso ver- 
laufenden Verminderung der polymorphkernigen Leucocyten. In diese 
Phase fallt der erste Blutentzug, und es tritt eine ganz allmihliche 
Steigerung der Zahl der polymorphkernigen Leucocyten ein, die aber 
schlieBlich nur den normalen Wert erreicht, so daB man daraus nicht 
ableiten kann, ob es sich nicht um einen spontanen Vorgang handle. 
Die Lymphocyten sinken ganz allmahlich und erreichen schlieBlich 
einen etwas unternormalen Wert. Nach dem zweiten Blutentzug tritt 
keine wesentliche Veranderung in den polymorphkernigen Leucocyten 
ein, sie halten sich auf annihernd der gleichen Héhe. Bei den Lympho- 
eyten kommt es zu einem ganz kurz dauernden Anstieg mit Wieder- 
_senkung und dann einem neuen allmahlichen Anstjeg bis etwa auf den 
urspriinglichen Normalwert. 

Beim schilddriisenlosen Tiere hat die Entfernung der Schilddriise 
zuniichst eine ganz wesentliche Erhéhung der Zahl der Lymphocyten 
und eine ganz entsprechende Erniedrigung der Zahl der polymorph- 
kernigen Leucocyten zur Folge. Nach dem ersten Blutentzug kommt 
es zunichst zu einem Falle der Lymphocyten bis zum Normalwert 
und dann zu einem ganz allmahlichen Absinken der Zahl derselben. 
Die polymorphkernigen Leucocyten nehmen ganz allmihlich an Zahl 
zu, aber ganz im Anfange tritt erst eine kleine Verminderung ein. 
Nach dem zweiten Blutentzug bleiben die polymorphkernigen Leuco- 
eyten auf der einmal erreichten Hohe stehen, wihrend die Lympho- 
eyten eine ganz allmahlich verlaufende, nicht sehr groBe Steigerung 
aufweisen. Praktisch gesprochen, bleibt nach dem zweiten Blutentzug 
alles beim alten, so daB man den Eindruck gewinnt, daB der Blutentzug 
als solcher ttberhaupt keinen EinfluB hatte, sondern daB es sich um 
Schwankungen im Blutbilde infolge des Fehlens der Schilddriise handelt. 
Die hier geschilderten Tatsachen habe ich in den Abb. 2, 4 und 6 dar- 
gestellt. 

In der zweiten Gruppe meiner Versuche habe ich nochmals die- 
selben Dinge an einem Kontrolltiere, einem ovariumlosen Tiere und 
einem schilddriisenlosen Tiere wiederholt. Die Ergebnisse, die in dieser 
Gruppe erhalten wurden, habe ich wiederum in den _beiliegenden 
Tabellen und Kurven niedergelegt. In dieser Gruppe habe ich mich 
mit einem einzigen Blutentzug begniigt, und ich glaubte dies tun zu 
diirfen, da die Ergebnisse dieser Reihe genau die gleichen waren wie 
in der vorhergehenden. In Abb. 14 ist kurvenmaBig die Hamoglobin- 
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regeneration nach Blutentzug beim Normaltiere, beim kastrierten 
Tiere und beim schilddriisenlosen Tiere dargestellt und man sieht, 
wie genau in der Reihenfolge dieser Aufzihlung die Zeitdauer der 
Regeneration sich verlingert. Demnach haben Ovarien und Schild- 
driise offenbar qualitativ den gleichen EinfluB auf die Blutregeneration, 
nur ist der EinfluB der Schilddriise quantitativ sehr viel gréBer als 
derjenige des Ovariums. Will man den Versuch machen, die hier vor- 
gefundenen Tatsachen zu deuten, so wiirde man wohl am ehesten, da 
es sich um erwachsene Tiere handelt, der Erklirung zuneigen, dab 
mit dem Fortfall des Ovariums und mit dem Fortfall der Schilddriise 
eine quantitativ verschiedene Leistungsverminderung des Knochenmarks 
eingetreten sei, und diese Erklarung kénnte sich auch darauf berufen, 
daB sie im Einklang — wenigstens was die Schilddriise betrifft — 
mit mannigfachen anderen Erfahrungen steht. 

Was das Verhalten der einzelnen Arten weiBer Blutkérperchen 
betrifft, so zeigt sich beim Normaltiere genau wie in der vorhergehenden 
Gruppe infolge des Blutentzugs eine Verminderung der Lymphocyten 
und eine Vermehrung der polymorphkernigen Leucocyten, die sich 
dann wieder ausgleichen. Die Kastration hat den gleichen Einflu8 
wie friher auf die Lymphocyten, die sich allmahlich vermehren und 
auf die polymorphkernigen Leucocyten, die sich allmahlich vermindern. 
Nach dem Blutentzug tritt eine allmahliche Senkung der Lymphocyten- 
zahl und eine ganz allmihliche Steigerung der polymorphkernigen 
Leucocyten ein. Auch hier ist im wesentlichen Ubereinstimmung mit 
dem fritheren Resultat. 

Die Entfernung der Schilddriise bewirkt gleichfalls wie friiher 
eine starke Erhéhung der Lymphocytenzahl und eine starke Ver- 
minderung der polymorphkernigen Leucocyten. Nach dem Blutentzug 
kehrt sich der Verlauf beider Kurven in sehr allmiahlicher Weise um, 
wiederum vollstandig in Ubereinstimmung mit der fritheren Versuchs- 
reihe. 

Betrachten wir insgesamt die Veranderung im relativen Blutbilde, 
so ist dasselbe sehr ausgesprochen beim Normaltiere. Die Deutung 
des Verhaltens schlieBt sich im wesentlichen derjenigen an, welche ich 
fir die Hamoglobinregeneration gegeben habe, denn die starke Er- 
héhung der polymorphkernigen Leucocyten laBt sich recht gut deuten 
als eine Reizwirkung auf ein leistungsfaihiges Knochenmark. In dem 
Verhalten des relativen weiBen Blutbildes beim ovariumlosen und beim 
schilddriisenlosen Tiere laBt sich erstens feststellen, daB sowohl die 
Kastrierung wie auch die Entfernung der Schilddriise auf die beiden 
speziell studierten weiBen Blutkérperchenarten in annahernd gleicher 
Weise wirkt, nur mit dem Unterschied, daB alles bei der Schilddriisen- 
exstirpation sehr viel ausgesprochener ist. Was die Folgen des Blut- 





LET OL LRTI AIR NCR ebsiee rennet -y 


Ann pA OO ANA IEEE TOOL SINE Bey spate es 5 


. 
; 
: 
} 
; 


Physiologie der Driisen. 62. 397 


entzugs anlangt, so lat sich im giinstigsten Falle ein nur sehr ab- 
geschwiichtes Bild der Vorkommnisse wiedererkennen, wie sie beim 
Normaltiere beobachtet werden. Die Abschwichung ist am gréBten 
beim schilddriisenlosen Tiere. 

Meine Untersuchungen haben unzweifelhaft einen groBen Einflu8 
der Entfernung des Ovariums und der Schilddriise auf die Regeneration 
sowohl der roten wie auch gewisser Arten der weiBen Blutkérperchen 
gezeitigt. Umgekehrt fiihren sie zu der Einsicht, daB das Ovarium 
und die Schilddriise auf die an dem Blutgewebe sich abspielenden 
Wachstumsvorgiinge einen maBgebenden EinfluB haben. Am gréBten 
ist der EinfluB der Schilddriise, etwas kleiner derjemge des Ovariums. 


ZusammengefaBt sind die Ergebnisse meiner Untersuchungen die 
nachfolgenden : 

1. Nach mittelgroBem Blutentzug regeneriert ein normales Tier 
am raschesten sein Himoglobin, ein ovariumloses langsamer und ein 
schilddriisenloses am langsamsten. 

2. Beim normalen Tiere hat der Blutentzug zuniichst eine wesent- 
liche Erhéhung der polymorphkernigen Leucocyten zur Folge, waihrend 
die relative Zahl der Lymphocyten sich vermindert. Dieses Verhalten 
ist, wenn tiberhaupt, beim ovariumlosen Tiere viel weniger ausge- 
sprochen und fast giinzlich verwischt beim schilddriisenlosen Tiere. 

3. Die hier gefundenen Tatsachen sind Beweise fiir den Anteil 
von Ovarium und Schilddriise an den Wachstumsvorgiingen des Blut- 
gewebes beim erwachsenen Tiere und insbesondere auch fiir einen 
gleichartigen, wenn auch quantitativ verschiedenen EinfluB auf das 
Knochenmark. 

Tabelle I. 
Kontrolltier 1 (schwarzfleck.), 9. Gewicht 3750 g. 





WeiBbe 


Weibe Datum 
Blutkorperchen 


Blutkorperchen 1923 Hamoglobin 


Hamoglobin 


69 8 164 10. XI. 69 8 055 
68 8 850 12. XI. | 68 - 
68 8 662 s: See. 2. Blutentzug 46 com (Kérper- 
90 8920 Jig xr. | 58 siPron 1814 
* =e » « . Z. 
|. Et io «| 16. XI. | 63 92, 10 820 
57 83 Proz. | -_ 19. XI. | 65 94 .. 9 537 
58 8 ,, | 12356 22. XI. | 67 98 9021 
 * See 9021 26. XI. || 70 8 285 
—— . | 8 400 28. XI. 69 oa 
66 96 — 29. XI. — 8 164 
69 8 159 1. XII. 70 anit 
72 8 015 3. XII.) 71 8 850 
70 8 224 5. XII. 69 fast 
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Abb. 2. (Zu Tabelle II und IIL.) 
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Gewicht 3750 g. 








Datum Lymphocyten Polymorphkernige Leucocyten Ubergangs- Grobe 
1923 klein groB neutrophil | eosinophil _ basophil formen aacleive 
6. X. 36,2 73 47,4 2.6 1,7 2,8 2,0 
8. X. 35,5 81 48,2 05 2,7 2.0 3,0 
12. X. 38,4 5,6 48, P 08 08 3,1 2.5 
19. X. 39,3 “ l 47, 1,1 Ll 4.0 2.2 
24. X. oe 45 com ak bes I icht 3750 g) 
26. X. 30,0 rt 2 50,7 1,0 58 5,1 
27. X. 24,1 10,4 52,2 18 1c 63 40 
29. X. 32,4 10,5 47,3 10 2,2 3,5 3,1 
30. X. 33,6 8.6 464 2.4 1,0 4.6 4.0 
2. XI. 36,3 7,5 46,0 1,4 2.0 4,0 2.8 
6. XI, 35,8 78 45,9 2,7 1,2 4,2 24 
8. XI. 34.3 9,7 46.4 08 3,1 45 12 
13. XI, 2. Blutentzug 46 ccm (Kérpergewicht 3800 g) 
15. XI, 25.2 8.0 53.8 15 09 5,2 5.4 
17. XI. 24,0 10,1 §2.7 1,2 16 6.8 3.6 
20. XI. 29,3 9,7 48,2 1,0 15 58 4.5 
22. XI. 32.6 8.8 48.6 13 08 43 3.6 
26. XT. 33,9 9,6 47,0 0.6 1,2 4,1 3.6 
29. XT. 37,2 58 47,2 09 1,0 38 3,1 
4, XII. 37,5 6,1 46,8 17 05 3.6 38 
Tabelle I11. 
Kontrolltier 1 (schwarzfleck.), 9. Gewicht 3750 g. 
| Form mit Form mit : , 
Datum Myelos |y «| tief Zweis Drei- Vier- 
1923 wu buetetem buchtetem noentgn | oo | ——1 Bemerkungen 
6. X. oa 4 16 40 | 28 12 
8. X. _ Sail ae 41 | 2% 17 
12, X. -- 4 18 43 | 25 10 
19, X. _- 3 15 40 30 12 
24, X, 1. Blutentzug 45 - sa tas ad a 3750 g) 
26, X. 1 5 10 l te ne 
27. X. 2 3 3 7 3 ll ee — 
29. X. 2 25 32 28 is Behan 
30, X. — 2 13 30 38 17 
2, XI. — 3 15 34 35 13 
6, XI. —- 4 13 27 37 19 
8. XI. — 2 15 30 26 17 
13, XI. 2. Blutentzug 46ccm (Kérpergewicht 3800g) Ein kernhaltiges 
15, XI. 3 8 24 33 20 12 poten Siut: 
ow ps kérperchen 
17, XI. 3 7 22 38 21 8 Viele Erythro- 
20, XI. 2 6 20 30 32 10 7. potychro. 
or xX Pee 5 : Ld 28 6 matiscnh un 
26, xT = 3 3 33 35 + ens ger 
29. XI. — 3 15 40 27 15 
4. XII. —- 4 18 37 25 16 
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Tabelle IV. 
Versuchstier 1 (schwarz), 29. Gewicht 1700 g. 

Datum H b Weibe Datum Hamoglob WeiBe 

1923 amoglob.n Blutkérperchen 1923 a ae Blutkorperchen 
ie @ 72 9 S858 (ae 78 72 99 Proz. 9 O82 
i! 4 75 10 235 8. XI. 74 — _— 
10. X. Kastration 10. XI. 72 99 9 835 
13. X. 73 10 820 12. X1. % — — 
2. 75 10 326 13. XI. 2. Blutentzug hoo (KOrper- 

? 7r any ewicht 1550 g) 

18. X. = 10 ob 14. XI. 59 80 Proz. 10 846 
20. X. 72 10 020 . w - of one 
22 X 71 9 909 16. XI. 63 86 10 356 
rey ; + Arran 19. XI. 64 87 9 346 
2? 1. Bi De K . - 
a. 5. ro 1700 o _—s 22. XI. 69 94 9 537 
25, X. 56 77 — 26. XI. 72 98 9 598 
27. X. 57 78 10 285 28. XI. 74 _— 
2 a. 61 S84 11 334 29. XI. — 9 527 
30, X. —_ — 9721 1. XII.) 73 — 
31. X. 62 85 — 3. XII. 73 9 132 

2. XI. | 67 92 9 537 5. XII. || 72 — 
5. XI. 72 99 8 934 

Tabelle V. 


Versuchstier 1 (schwarz), ?. 


Gewicht 1700 g. 





Datum 
1923 
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26. X 
XI. 
4. XII. 


ae 


Lymphocyten Polymorphkernige Leucocyten Ubergangs- Grofe 
> ~ ~ ae ‘ia: Ono 
klein groB neutrophil eosinophil basophil formen aushehes 
41,4 47 44.2 14 15 4,1 2.7 
40.2 3,6 45,3 1,2 2.1 5,1 2.5 
Kastration 
40.4 44 45,0 15 19 4.2 2.6 
38.5 4,2 46,0 1,7 05 64 2,7 
35,2 7,1 2,3 14 09 9.4 3,7 
37,2 12, 2,0 18 0,7 45 2.5 
33,1 14,3 41,2 1,1 0,7 8,1 15 
1. Blutentzug 20 ccm oy ms CORTE ree z) 
34,4 12,6 41,2 12 3,1 44 3,1 
32,5 14,8 40,0 2,1 3, 0 4,2 3.4 
314 16,4 41,2 14 2.8 3.0 38 
35,6 10,4 42,1 18 2.6 3.8 3,7 
34,8 10,6 43,0 2,2 2,0 4.1 33 
35,0 9, l 44.2 1,1 2.5 5.2 2.9 
36,2 7 44.0 1,0 2,1 43 4,7 
2. "Blutentzug 22 com (Kérpergewicht 1850 g) 
30,0 11,2 45.4 2,2 18 5,1 43 
32,6 10,0 45,8 1,6 08 6,0 2,2 
32,2 8.9 46,2 0,7 2,1 63 3.6 
33,0 9.0 45,8 08 2,1 5.6 4,7 
34,6 82 | 446 12 15 68 3,1 
38,3 54 45,0 1,1 19 55 28 
40,2 45 | 447 08 2,1 5,2 25 
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Tabelle V1. 
Versuchstier 1 (sehwarz), 2. Gewicht 1700 g. 
Datum Myelo- Rens A — = Drei. Vier: i Be . 
, buchtetem | bucktetem seme kernige kernige megs q 
1923 cyten : Form Form Form 
Kern | Kern 
3. X. — 5 16 43 27 9 
5. X. — 2 18 45 25 10 
10, X. Kastration 
15. X. —- 2 24 46 20 8 
16, X. — 3 46 30 16 5 
18. X. _— 5 23 32 22 8 } 
22. X. — 4 29 34 21 12 ; 
23. X. — 6 22 26 28 8 
24. X. 1. Blutentzug 22 cem (Kérpergewicht 1850 g) 
26. X. —_— 7 28 31 30 4 
97. X. is 6 31 35 21 7 | Viele Erythro. . 
29. X. 2 4 29 40 20 5 cyten polychro- : 
» — tisch d 
30. X. - 8 30 30 30 2 enioocytotiosh 
3. X1. ~- 4 17 40 26 13 
6. X1. -- 3 10 36 37 14 
8. XT. aa 4 1! 31 39 15 
13. XI, 2. Blutentzug 22cem (Kérpergewicht 1850 g) 
15. X1. l 6 28 32 23 10 Wieder viele 
17. XI 2 6 25 30 25 12 Erythsocytes 
ny 4 lychromat.und 
20, XI. 2 s 26 24 27 83 Wp "cclsoareetioch 
22. XJ. — 6 22 32 26 14 ; 
26. XI. — 5 20 34 30 ll 
29. XI. _- 5 15 40 28 12 
4. XIT. _— 4 10 35 36 15 
t 
Tabelle VII. 
Versuchstier 2 (grau), 2. Gewicht 2750 g. 
Datum ; ; Weife Datum : WeiBe 
1923 Hamoglobin Blutkérperchen 1923 Hamoglobin Blutkérperchen 
- ae 75 8 663 8. XI. 70 96 Proz. a= 
9. X. 72 8 450 10. XI. 7197 re 8 035 ; 
10, X. Entfernung der Schilddrise 2 73— .,, — , 
13. X. 73 8 905 BS RE. 2. Blutentzug 35 ccm (Kérper: 
7 xX 73 9 080 wicht 2860 g) 
a X. a3 +: 14. XI. 59 81 Proz. 9 346 
24 xX. 1. Blutentzug 33 ccm ‘(Kéeper- 16, XI. 60 82 ” 9 598 
ewicht 2750 g) 19. XI. | 6285 , 8 841 
25. X. 56 77. Proz. _ 22. XI. 6488 .. 9 361 
27. X. tz 9177 26. XI. 67 92 =, 8 335 
29. X. oe 9 323 28, XI. 68 93, — 
30. X. —_—— , 8612 29, XI. —_—— , 9 450 
31. X. esses . _ 1 Al. 7299 ,. —_ 
Rms OS 8 722 3. XII.j; 73 8 763 
5. XI. | 6994 ,, 7 890 5. XII. 7 — 
7. ah  : oe 7978 
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Abb. 5. (Zu Tabelle VIL) 


60 
% 








Pol. Leucos 50 
cyten 























Lympho- 

cyten 40 
sah Aan tte ee ae 
, 41 i 


Abb. 6. (Zu Tabelle VIII und IX.) 
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Tabelle VIII. 
9 


Versuchstier 2 (grau), 9. Gewicht 2750 ¢. 





Datum Lymphocyten Polymorphkernige Leucocyten Ubergangs- Grofse 
? mono. 
klein groB neutrophil eosinophil basop)il formen nucleare 


36,9 46 | 455 2.6 0.6 
38,2 40 46,1 2,0 1,0 
Entfernung der Schilddriise 

39,3 5,7 45,0 0.8 0.6 
46,0 6.0 36.0 2.1 0.4 
46,2 49 38,1 18 08 

1. Blutentzug 33cem (Koérpergewicht 
34,0 16,5 44.3 07 
30,2 14.0 44.0 1,6 
38.4 66 43,2 1,2 
36,2 7,5 44.0 2,0 
35,3 8.8 45,2 2,0 
32,2 10,4 45,0 2,1 

2. Blutentzug 35ccm (Kérpergewicht 
30,0 | 46,1 2.0 
31,2 2 47,0 13 
33,6 , 46,7 1,2 
34,0 9, 46,0 2 
36,6 f 45,0 
38,0 3, 45,7 
39,8 5,3 45,7 
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Tabelle 1X. 


Versuchstier 2 (grau), 2. Gewicht 2750 g. 





Form mit | Form mit | 7... | . - \| 
| Myelos | gle : ; | Zweis Drei- Vier || 
) rs —— a | kernige | kernige | kernige i Bemerkungen 
cyten | Kern Kem | Form | Form Form 


; 
‘ 
; 
t 
: 
. 
: 
i 
. 
! 


15 37 24 19 
14 47 21 15 
ntfernung der Schilddriise 

27 13 

11 36 28 24 

— 14 30 34 21 

. Blutentzug 33cem (Kérpergewicht 2750 g) 
2 8 31 39 20 Viele Erythro- 
| cyten polychro- 
| matisch und 
anisocytotisch 


8 19 42 21 10 

6 17 38 25 | 

1] 30 38 

6 18 24 37 

5 16 36 31 

. Blutentzug 34 cem (Kérpergewicht 
17 | 32 
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Tabelle X. 
Kontrolltier 2 (grau), 2. Gewicht 1960 g. 
Datum H b Weibe Datum H lobi WeiBe 
1923 amoglobin Blutkorperchen 1923 a Rlutkérperchen 
9, XI. 76 8 336 7; ee 66 87 Proz. 12 121 
16. XI. 75 8 275 10. XI. 729 ,, 9 246 
3. XI. 75 8 462 12. XII. 74 98 7 830 
27. XI. 76 8 841 14. XII. 78 8 487 
30. XT. 76 8 563 17. XII. 76 — 
3. XIT 76 8 825 19. XII. 76 8 825 
4. XII Blutentzug - - (Kérper- 21. XII. || 77 8 134 
ewicht 1980 g) AY) ‘4 "2 
5. XII. || 62 82Proz.|  * — 23. XII. 76 ” 
Tabelle XI. 
Kontrolltier 2 (grau), 9. Gewicht 1960 g. 
Datum Lymphocyten Polymorphkernige Leucocyten Cbergangs- GroBe 
1923 klein groB neutrophil | eosinophil _ basophil formen gushies 
9. XI. 31,1 8.5 50.3 03 15 49 3.4 
17. XI. 31,2 9,1 50,0 0.8 18 42 2.9 
23. XI. 30.0 10,2 51.0 0.6 1,2 4.6 24 
27. XI. 30,8 8,6 513 — 13 5.0 3.0 
30, XI. 32,1 8,2 49.4 0,7 2.0 42 3.4 
4. XI, Blutentzug 28ccm (Kérpergewicht 1980 g) 
6.XIL.; 230 | 90 54.5 09 18 6.8 4.0 
8. XII. 206 10,0 53,5 1,2 2.0 6,4 63 
11. XII. 26,2 11,2 514 2.0 1,1 43 3.8 
13.X1II.| 319 7,1 | 492 1,2 2,2 44 4.0 
5. XII./| 30,2 9.5 48,2 2.0 1,6 46 3.9 
18. XII./} 31,4 8.8 49.9 08 15 3,7 3.9 
21. X11.) 32,2 80 | 494 1,0 13 5,0 3,1 
Tabelle XII. 
Kontrolltier 2 (grau), 2. Gewicht 1960 g. 
i | * | Form mit Form mit , : : i| 
Datum | Myelo- ‘wenig einge- tief einges Zweis Drei- Viers || 
13 | ten | Dogttcm Poaceae | *FTae® | Secas® | Senet 
9, XI. — 2 9 31 38 20 
17. XI. 3 10 32 32 23 
23. XI. — | 2 7 33 36 22 
27. XI. — | 2 12 35 27 24 
30. XI. — 1 13 38 32 16 
4. XII. Blutentzug 28 cem =" icht 1980 g) 
6. XII. 2 7 21 27 13 vase inne 
8. XII. 1 3 18 = 31 11 peed pee 
h und 
1X11) — 8 22 32 | 8 10 |} astsocytotioch 
13. XII. ~- 4 18 27 32 19 
15. XII, —— 4 14 30 31 21 
18. XII. — 3 12 35 28 22 
21. XII. — 2 12 32 34 20 
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Tabelle XIII. Versuchstier 3 (schwarz), 2. Gewicht 2080 g. 
Datum . Wei Datum ei 
1923 Hamoglobin BluthBepesches 1923 Hamoglobin ButhBepeechen 

9. XI. 76 3841 7. XII. 63 83 Proz. 9835 
16. XI. 76 8962 10. XII. 66 87 9346 
21. XI. Kastration 12, XII.) 719 ,, SOS5 
23. XI. 75 9450 14. XII. || 7497 ,, S588 
27. XI. 76 9094 17. XII. 75 99 -- 
30. XI. 77 9362 19. XII. 76 8598 

3. XII. 76 8761 21. XII. || 77 8941 

4. XII. Blutentzug 30 com (KOérper- 22. XII. 76 nies 

sewicht 2010 g) 
5. XII. 58 75 Proz. — 
Tabelle XIV. Versuchstier 3 (schwarz), 2. Gewicht 2080 g. 
Datum Lymphocyten Polymorphkernige Leucocyten Ubergangs- GroBe 
1923 klein groB neutrophil  cosinophil basophil formen andeles 

9. XI. 35.0 13,3 415 0,6 ), 6.2 3,0 
17. XI. 34,6 12,2 42.0 1,0 05 58 3.9 
21. XI. Kastration 
23. XI. 35.7 10,9 42.8 08 05 58 3.5 
27. XI. 36,7 8.5 417 1,0 13 64 4.6 
30. XI. 38,4 12,1 39,2 1,2 0.9 5,0 3,2 

1. XI. 39,6 10,4 37,3 13 1,1 63 4.0 
4. XII. Blutentzug 30 ccm (K6rpergewicht 2010 g) 

6. XU. 37,0 12,2 39,0 | 11 2,4 4.6 3,7 
8. XII. 32,8 13,8 40,2 1,7 1,1 6,1 43 
11.X11. 348 12.5 38,9 15 2.4 49 5,0 
13. XIT. 37,5 9.3 415 0,7 1,8 5,1 4.1 
15. XII. 37,1 95 421 | 03 1,2 5,5 43 
18. XII. 34,3 9,7 39,7 0.9 15 6.8 55 
21. X11. 36,4 8,2 412 1,1 1,2 7,2 4,7 


Tabelle XV. 


Versuchstier 3 (schwarz), 9. 


Gewicht 2080 g. 





Datum 
1923 


9. XI. 
17. XL. 
21. XI. 
& Ai. 
27. XI. 
30, XT. 
1. X11. 
4. XII. 
6. XII. 
8, XII. 
11. XII. 
13. XII. 
15, XIT. 
18. XIT. 
21. XII. 


| Form mit | Form mit | 


Myelos |wenig einges| tief einges | ,2 Ci Drei« Vier- 
cyten | busatetem | buchtetem | ‘pong | Kernge | Kernge 
— 3 15 30 27 25 
mn 4 10 33 30 23 
Kastration 
— 2 12 36 2 | 2 
ee l 10 30 32 27 
— 2 1] 32 33 22 
_— 2 15 30 31 22 
Blutentzug 30 ccm (Kérpergewicht 2010 g) 
~- 7 20 32 30 ] | 
1 6 30 33 24 6 
1 7 30 32 27 “ |i 
-- 5 22 31 27 15 
— 3 18 27 35 17 
— 4 20 31 30 15 
_— 4 16 30 32 18 


Bemerkung 


Viele Erythro- 
cyten polychro- 
matisch und 
anisocytotisch 
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Tabelle X VI. 


Versuchstier 4 (schwiarzlich), 9. Gewicht 2070 g. 






































Datum Weife Datum Wei 
1923 Hamoglobin Blutkorperchen 1923 Hémoglobin Blutkrperchen 
9. XI. 78 8462 7. XII. 61 80 Proz. 9598 
16. XI. 77 8336 10. XII.| «82 . 9214 
21. XI. Entfernung der Schilddruse i2. XII.| 6684 .. 9599 
23. XI. 76 8841 eo Ee «ma 9094 
27. XI, 77 9104 17. XII. 6990 . ate 
30. XI. 76 9038 19. XIT. 5 gaa 8825 
3. XII. 78 9468 21. XII. || 7406 , 9038 
4. XI. Blutentzug 28 ccm (Kérper- 22 XII. 77 — 
4 wicht 2000 g) 
5. XII. 59 77 Proz. — 
Ha moglobinregeneration 
beim Blutentzug 
60 
% 
Pol. Leuco- 
cyten 50 
Lymphos 
cyten 
30 i 4 4 i 70 
v WAaAGo mM ML ete nes ean ti3S7T93nN BEND 
mal Abb. 14. 


Abb. 13. (Zu Tabelle XVII und XVIIL) Nineties 


Kastriertes Tier. 
— — — Schilddriisenloses Tier 





Tabelle XVII. Versuchstier 4 (schwarzlich), 2. Gewicht 2070 g. 





Datum Lymphocyten Polymorphkernige Leucocyten Uhergangs- GroBe 
1923 klein groB = neutrophil eosinophil basophil formen ensiies 
9. XI. 28,8 10,0 48,0 09 17 83 23 
17. XI. 30,2 9,1 47,8 15 1,0 7,6 2,8 
21. XT. Entfernung der Schilddriise 
23. XI. 33,1 9,7 42.8 1,7 11 8,0 3,6 
27. XI. 37,2 10,2 38,1 2.0 1,2 65 3,8 
30. Xi. 38,8 10,4 38,6 1,3 1,1 6,7 3,1 
1, XII.|| 38,5 10,8 38,2 15 16 6,8 2.6 
4. XIT. Blutentzug 28 ccm (K6rpergewicht 2000 g) 
6.XII.| 39,2 9.9 40.8 2.6 1,6 43 1,6 
8. X11; 333 12,2 39,9 2,7 1,0 5,8 5,1 
11.X11. 324 13,6 39,0 1,7 2,0 6,9 44 
13.X11. 36,1 7,2 419 1,0 2.1 5,7 6,0 
15.X1II. 35.9 6,7 43,0 18 2.0 63 43 
.18. XII. 35,8 7,0 43,9 1,0 2,1 7,1 3,1 
21.X1I. 36,2 6,1 46,0 0,8 1,2 65 3,2 
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Tabelle XVIII. Versuchstier 4 (schwiarzlich), 2. Gewicht 2070 g. 





d Form mit | Form mit 

Datum Myclo- wenig cinge-| tiet einge- 

1923 cyten buchtetem buchtetem 
Kem Kern 


Zweir Drei. Vier. 
kernige kernige kernige Bemerkung 
Form Form Form 


9. XI. . q 12 37 28 20 
7. XI, +) 35 28 23 
21. XI. Entfernung der Schilddriise 
3. XI. 2 7 42 26 23 
27. XI. — ; 16 32 24 26 
XI. — 13 34 24 28 
m4! a — 2 16 35 22 25 
4. XII. Blutentzug 28 ccm (Kérpergewicht 2000 g) 
5. XII. 3 18 35 32 12 
8. XIT. 6 15 35 3: ll | Viele Brytheo 
. XII. 26 30 15 ques potycaro- 
13. x 20 33 12 Ek Wd 
5. XII. 22 31 27 16 
18, XII. 27 30 2 1! 
21. XII. : 20 31 : 13 


Biochemische Zeitschrift Band 147. 











Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 63. 


Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu6 
der Driisen mit innerer Sekretion auf die Wachstumsvorginge, 
zugleich Beitrige zum Konstitutionsproblem. 


II. Mitteilung: 


Die Abhingigkeit der Phagocytose von inneren Sekreten, eine neue Methode 
zur Untersuchung der inneren Sekretion. 


Von 
Kiyoshi Furuya. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 8. Marz 1924.) 


In der voraufgehenden Mitteilung war kurz angedeutet worden, 
daB ein tieferes Eindringen in die Beeinflussung der Wachstumsvorginge 
durch innere Sekrete eine Untersuchung der Leistungsfihigkeit der 
einzelnen, durch das Wachstum entstehenden Gebilde verlangt. Nun 
laufen ja alle Priifungen des Einflusses innerer Sekrete anscheinend 
auf eine Ermittlung von Leistungsfihigkeiten zuriick, beispielsweise, 
wenn man die AuBerungen des Stoffwechsels, die Tatigkeit des Herzens, 
die Reaktionen der vasomotorischen Apparate untersucht. In allen 
den genannten Beispielen handelt es sich um recht komplizierte Vor- 
giange, waihrend das, was wir im Auge haben, eine Priifung der einzelnen 
Zellen in erster Linie sein sollte. Man miBte in der Lage sein, nicht 
das komplizierte Phinomen des Wachstums der einzelnen Zelle, sondern 
eine wohldefinierte Einzelleistung derselben untersuchen zu kénnen. 
Man braucht kein Anhianger des zelluliren Prinzips zu sein, um eine 
derartige Untersuchung fiir wiinschenswert zu erachten. Das zellulire 
Prinzip kann kaum noch als das fundamentaie angesehen werden, 
welches als letzte Einheit den Lebensvorgiangen zugrunde liegt. Es 
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ist ein viel zu morphologisches Prinzip, um in seiner Einseitigkeit den 
Lebensvorgingen gerecht werden zu kénnen. Auch sprechen viel zu 
viel experimentelle Tatsachen gegen die Uberschatzung der zelluliren 
Betrachtungsweise. Nichtsdestoweniger ist es ein methodologisches 
Postulat, die Funk{ionsweise einer morphologisch isolierbaren Einheit, 
wie es die Zelle darstellt, auf ihre Leistungsfahigkeit unter variablen 
Bedingungen priifen zu kénnen. 

Was das speziellere Problem der Beziehung zwischen Leistung 
der Einzelzelle und der inneren Sekretion anbetrifft, so ist auch in 
dieser Hinsicht wiinschenswert, feststellen zu kénnen, ob selbst eine 
einzelne Zelle erkennbar durch innere Sekrete in wichtigen Funktionen 
in quantitativ bestimmbarer Weise beeinfluBt wird. SchlieBlich leuchtet 
es ein, daB fir das Konstitutionsproblem eine derartige Untersuchung 
von gréBter Bedeutung ware; denn das, was man Konstitution nennt, 
kénnte oder sollte sich in jeder einzelnen Zelle, unabhingig vom Zu- 
sammenhang, im Gesamtorganismus ausdriicken. 

Im Organismus kommen Zellen vor, welche in einer fast idealen 
Weise die Bedingungen zu erfiillen scheinen, die vorhanden sein miiBten, 
wenn die eben angedeuteten Wachstums-, Leistungs- und Konstitutions- 
probleme an isolierten Zellen unter nicht allzu kiinstlichen Bedingungen 
untersucht werden sollen. Diese Zellen sind die Leucocyten. Sie fiihren 
im Verbande des Organismus eine Sonderexistenz und sind derartig 
selbstandig, daB es fast der besonderen Untersuchung zu benétigen 
scheinen kénnte, ob sie wirklich gleichzeitig auch Trager der Kon- 
stitutionsmerkmale sind, welche die tibrigen, im festen Verbande des 
Organismus befindlichen Organzellen besitzen. Soweit man die vor- 
liegende Anschauung und das spirliche vorliegende Versuchsmaterial 
beurteilen kann, diirfte die allgemeine Meinung dahin gehen, daB auch 
den einzelnen Leucocyten, selbst Abkémmlingen von Organzellen, die 
konstitutionellen Momente ihres Triagers mehr oder weniger zukommen. 
Auf diesen Standpunkt sollten sich vorerst die nachfolgenden Unter- 
suchungen stellen. 

Eine der wichtigsten funktionellen Leistungen der Leucocyten ist 
die Phagocytose. Wir besitzen eine vorziigliche Methode, experimentell 
und quantitativ die Phagocytose zu untersuchen, eine Methode, die 
H.J. Hamburger geschaffen hat. Die Methode und ihre Anwendung 
zu physikalisch-chemischen Untersuchungen ist in seinem schénen 
Werke: ,,Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber Phagocyten“ 
niedergelegt'). Das Prinzip dieser Methode, schon im Jahre 1899 an- 
gegeben, bestand darin, zu ermitteln, wieviel Prozent der in einer 
Aufschwemmung vorhandenen Pferdeleucocyten imstande waren, Kohle- 


1) H. J. Hamburger, Wiesbaden 1912, J. G. Bergmann. 
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partikelchen aufzunehmen. Diese Prozentzahl war das MaB fir den 
Grad der Phagocytose und damit ein Ausdruck fiir den EinfluB ver- 
schiedener Agenzien auf die genannte Lebenstatigkeit. Es galt nun, 
diese Methode von Hamburger der Untersuchung des Einflusses innerer 
Sekrete auf die Lebenstatigkeit der Leucocyten in zweckmiaBiger 
Weise dienstbar zu machen, d. h. die Phagocytose untersuchen zu 
kénnen einmal an normalen Tieren, sodann an Tieren, denen Driisen 
mit innerer Sekretion entfernt worden waren, so daB sowohl die Bildung 
der Leucocyten wie auch die Leistungsfahigkeit derselben des Ein- 
flusses der von den betreffenden Organen gelieferten inneren Sekrete 
beraubt waren. Ich habe diese Methode auf Anregung von Prof. Asher 
ausgearbeitet. 

Das Prinzip der Methode besteht darin, da8B durch Injektion von 
sterilem Aleuronat in die Bauchhéhle von Kaninchen ein Leucocyten- 
exsudat erzeugt wurde und daB diese Leucocyten aus der Bauchhdéhle 
entnommen, nach dem Verfahren von Hamburger auf ihr phagocytires 
Vermégen gepriift wurden. Ich untersuchte das phagocytire Vermégen 
von Leucocyten des normalen Tieres, des schilddriisenlosen Tieres und 
des ovariumlosen Tieres. Nachdem sich auBerordentlich bemerkens- 
werte Unterschiede im phagocytaren Vermégen herausgestellt hatten, 
habe ich dann die Tiere zweckentsprechenden weiteren Untersuchungen 
unterzogen, die ich spater schildern werde. 

Die Phagocyten gewann ich in der nachfolgenden Weise: Der 
sterile Brei von Aleuronat, etwa 8 ccm, wurde mit einer etwas dicken, 
stumpfen Spritze abends um 6 Uhr in die Bauchhdéhle des Tieres hinein- 
gefuhrt. Hierauf bildete sich ein Exsudat in der Bauchhéhle, welches 
reichlich Phagocyten enthalt. Am nichsten Morgen um 9 Uhr wurde 
das Exsudat mit einem diinnen weichen Katheter, welcher auf einer 
sterilen Spritze aufgesetzt war, aus der Peritonealhéhle herausgenommen. 
Bei den Manipulationen war das Tier in Rickenlage aufgebunden, 
und jederzeit wurde die Bauchhaut nach chirurgischen Grundsatzen 
desinfiziert. Um jede Darm- und Harnblasenverletzung peinlich zu 
vermeiden, habe ich die mit einem Ureterkatheter versehene Spritze 
gebraucht. Der vorn abgestumpfte Ureterkatheter wurde mit einem 
vorher mit einer Messerspitze gemachten ganz kleinen Bauchdecken- 
schnitt in die Bauchhéhle eingefiihrt. Nach der Aufsaugung des Ex- 
sudats wurde die Wunde mit Chloroform-Kollodium geschlossen. 

Die kiaufliche Kohle war zu grob: ich muBte sie daher zerkleinern. 
Dabei waren einige Schwierigkeiten zu iiberwinden. Mit den gewéhn- 
lichen Steingutmérsern war eine geniigende Feinheit aller Teilchen 
nicht zu erreichen. Es wurde daher ein Achatmérser genommen. In 
demselben wurden kleine Mengen von Kohle, welche vorher im Steingut - 
moérser verrieben worden waren, so lange zerkleinert, bis samtliche 
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Kohlepartikelchen der Mérserwand anhafteten und beim Schiitteln 
sich nicht mebr von dieser ablésten. Solange man keine Ubung hat, 
ist es empfehlenswert, die GréBe der Teilchen mit dem Mikroskop zu 
kontrollieren. Wenn man die zerriebene Kohle trocken aufbewahrt 
und dann und wann noch einmal nachschaut, so bleibt sie lingere 
Zeit sehr gut verwendbar. 

Die weitere Verarbeitung schloB sich eng an das von Hamburger 
angegebene Verfahren an. Das Exsudat wurde in gewéhnlichen glisernen 
Zentrifugierréhrchen mit einer 0,7 proz. Kochsalzlésung aufgenommen, 
in der 1,l proz. zitronensaures Natron aufgelést war, und 3 Minuten 
zentrifugiert. Nach Abhebung des gréBten Teiles der oberen Fliissigkeit 
wurde eine 0,9proz. Kochsalzlésung hinzugefiigt, dann vorsichtig um- 
geschittelt, wieder 21, Minuten zentrifugiert, die Flissigkeit abgehoben 
und aufs neue mit 0,9proz. Kochsalzlésung versetzt. Nach abermaligem 
Zentrifugieren wurde die Fliissigkeit wieder fast ganz entfernt und 
schlieBlich wurden die Sedimente der verschiedenen Réhrchen mit- 
einander vermischt. 

Von der so erhaltenen Phagocytensuspension wurden dann mittels 
einer Kapillarpipette 0,2 ccm abgemessen und in 3 ccm der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit gebracht. In meinen Versuchen waren das 
0,9proz. Kochsalzlésung oder Seren. Diese Lésungen befanden sich 
in gewohnlichen glasernen Zylinderglischen von etwa 2cm Durch- 
messer und etwa 20 ccm Inhalt. 

Das Serum wurde fiir den jeweiligen Versuch jederzeit frisch 
hergestellt. Niemals habe ich Serum von demjenigen Tiere benutzt, 
welches gleichzeitig in dem betreffenden Versuche die Phagocyten zu 
liefern hatte. 

Nachdem die Phagocyten eine gewisse Zeit der Einwirkung der 
zu untersuchenden Flissigkeit bei Zimmertemperatur ausgesetzt ge- 
wesen waren, wurde eine gewisse Menge Kohle hinzugesetzt. Um eine 
méglichst gleichmaBige Verteilung in der Flissigkeit zu haben, schiittelte 
ich die Glaschen einigemal vorsichtig. 

Samtliche vollstandig gleich behandelte, mit Kohlephagocyten- 
suspensionen gefillte Zylinderglischen wurden jetzt im Brutschrank 
einer Temperatur von 37° ausgesetzt und alle 10 Minuten aus dem 
Brutschrank genommen und vorsichtig hin und her bewegt, um eine 
dauernde gleichmaBige Mischung und Beriihrung von Kohle und Phago- 
eyten aufrecht zu erhalten. Im ganzen verweilten die Glischen 40 Mi- 
nuten im Brutschrank; dann wurden sie alle zu gleicher Zeit an einen 
kithlen Ort in den Keller gebracht, dort stehengelassen, und ein oder 
mehrere Stunden spiter wurden mikroskopische Priaparate angefertigt. 
Nach dem Schiitteln habe ich die Kohlenphagocytensuspension in einer 
Kapillarpipette aufgenommen, einen Tropfen davon auf Objekttriager 
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gebracht und untersucht. Die Zaihlung erfolgte mittels Okularnetz- 
mikrometers und verschiebbarem Objekttisch, wie er zum Zahlen tiblich 
ist. Die angewandte Optik war Leitz’ Objektiv 6, Okular 3. 

Zur spiteren Fiitterung benutzte ich Tabletten Thyroid Gland 
und als Ovarialpriparat die Tablette Varium von Burroughs Welcome 
& Co.; jede Tablette wog 0,234 g. Ich habe, um eine sichere Aufnahme 
der Praparate zu erzielen, jedesmal dieselben in Breiform mit der 
Magensonde gereicht. 

AuBer der Bestimmung der Phagocytose habe ich noch das histo- 
logische Blutbild der Phagocyten des Exsudats und das Arnethsche 
Bild: derselben hergestellt. 

Ich beginne zunichst mit der Besprechung des auBerordentlich 
klaren und entscheidenden Versuchsresultates, welches die Bestimmung 
des phagocytiren Vermégens ergeben hat. Das eindeutige Resultat 
bringe ich in Tabelle I. Aus dieser Tabelle geht hervor, da8 bei einem 
normalen Kaninchen durchschnittlich 30 Proz. der Phagocyten des 
sterilen Exsudats Kohlepartikelchen aufgenommen haben. Dieses 
Resultat stammt aus sechs Versuchsreihen und wurde ermittelt durch 
eine Zahlung von tiber 700 bis 900 Phagocyten. Beim ovariumlosen 
Tiere ergibt die Untersuchung unter sonst ganz genau gleichen Be- 
dingungen, daB durchschnittlich nur 24 Proz. der Exsudatzellen phago- 
cytiert haben. Auch dieses Resultat ist unter den gleichen experi- 
mentellen Bedingungen wie das voraufgehende gewonnen worden. Beim 
schilddriisenlosen Kaninchen ergibt sich die bekannte Tatsache, dai 
durchschnittlich nur 7 Proz. der Leucocyten phagocytiert haben. Die 
geringste Zahl, die gefunden wurde, war 4 Proz., die héchste 9 Proz. 
Der Unterschied namentlich bei dem schilddriisenlosen Tiere gegeniiber 
dem Normaltiere ist ein so auBerordentlich groBer, daB er weit iiber 
jedes mégliche MaB von Versuchsvariablen und Versuchsfehlern hinaus- 
geht. Aber auch die Ergebnisse bei dem ovariumlosen Tiere verdienen 
dieselbe Beurteilung. Der Tatbestand, welcher durch die eben mit- 
geteilte Versuchsreihe entdeckt worden ist, laBt sich wohl dahin am 
schiarfsten fassen, daB er zeigt, wie sehr das Fehlen von Driisen mit 
innerer Sekretion selbst die am meisten autonomen Zellen des tierischen 
Organismus in ihrer Leistungsfahigkeit verindert, in einer Leistungs- 
fahigkeit, die sich streng quantitativ und nicht blo8 durch eine quali- 
tative Beschreibung bewerten l4B8t. Man darf auch sagen, daB die ver- 
ainderte Konstitution des tierischen Organismus bis hinunter in die kon- 
stitutiven Eigenschaften autonomer zellulirer Gebilde verfolgt worden ist. 

Es ist klar, daB ein Ergebnis von so einschneidender Bedeutung er- 
heblich an Wert gewinnen wiirde, wenn es noch auf andere Weise gestiit zt 
werden kénnte. Ich bin in der Lage, einen weiteren Beweis mit einer 
anderen Methodik zu liefern. Diesen Beweis bringe ich in Tabelle IJ. 
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Tabelle I. Phagocytaéres Vermégen in einer 0,9proz. NaCl-Lésung. 








Anzabl Anzahl Prozentzahl 
Datum der uatersuchten) air Peer ens. | cyten welche Keble 
Phagocyten genommen haben = aufgenommen haben 
1923 
Kontrollkaninchen 20. XIT. 857 285 33 
1924 
4.1. 958 284 30 
9. I. S64 245 28 } 30 Proz. 
11.1, 807 25 32 
15. I, 58 220 26 
17. 1 729 202 27 
1923 
Ovariumloses 20. XII. 746 193 26 
Kaninchen 1924 
4.1. 700 184 26 
9. I, TE 152 20 * 24 Proz. 
11. 1, 820 180 22 
15. I. 813 14 24 
17. I. 855 210 24 
1923 
Schilddriisenloses 20. XII. 752 32 4 
Kaninchen 1924 
4.1. SO4 56 7 
9. 1. 758 48 6 ‘7 Proz. 
11.1. 792 63 
15. L. 717 65 9 
17. 1. 855 80 


Tabelle II. Prozentzahl der Makrophagen, welche polynucleare Leuco- 
eyten aufgenommen haben, im Verhiltnis zu allen untersuchten Makro- 
phagen in dem Exsudat. 





Anzahl Anzahl Prozentzah! 

Datum der Makrophagen, derjenigen Makro- 

der untersuchten welche polynucleare phagen, welche poly: 

1924 Makrophagen Leucocyten auf- nucledre Leucocyten 

. | genommen baben aufgenommen haben 
Kontrollkaninchen 12. I. R86 214 24 
16. I, 650 96 15 
22. I. 326 81 25 
26. 1. 390 152 28 
5. IL. 242 86 35 
8. II. 422 119 28 
Ovariumloses 12, I. 776 103 12 
Kaninchen 16. I. 469 42 8 
22. I. 360 38 9 
26, L. 430 112 21 
5. IL. 620 61 10 
8. II. 540 Os 18 
Schilddriisenloses 12. I. 727 45 6 
Kaninchen 16, I, 563 12 2 
22. I. 500 26 5 
26. I. 457 &Y 16 
5. IT. 311 28 i) 
8. IT. 356 40 ll 
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In den gefirbten Priparaten der Exsudatzellen fanden sich 
wesentlich zwei Arten yon Zellen, nimlich sogenannte Makrophagen 
und sogenannte neutrophile polymorphkernige Leucocyten. De Haan 
hat in Hamburgers Institut in Groningen die Beobachtung gemacht, 
daB eine ganze Anzahl von polymorphkernigen Leucocyten durch die 
Makrocyten phagocytiert werden. Diese Beobachtung von de Haan 
kann ich vollstindig bestatigen, und ich habe die von ihm beschriebene 
Tatsache mit herangezogen zum Vergleich des normalen, des ovarium- 
losen und des schilddriisenlosen Tieres. Es ergab sich mit groBer 
Deutlichkeit, daB beim normalen Tiere der gréBte Prozentsatz von 
phagocytierenden Makrophagen feststellbar war, geringer beim ovarium- 
losen Kaninchen und am geringsten beim schilddriisenlosen Tiere. 
Beim normalen Tiere war der niedrigste Prozentsatz 15 Proz. und der 
gréBte 35 Proz., beim ovariumlosen der niedrigste 8 Proz. und der 
héchste 21 Proz., und beim schilddriisenlosen Kaninchen der niedrigste 
Prozentsatz 2 Proz. und der héchste 16 Proz. Aus diesen Zahlen geht 
deutlich hervor, daB die Makrocyten des schilddriisenlosen Tieres die 
geringste Befihigung zum Phagocytieren der polynucleiren Leucocyten 
besitzen, die Makrocyten des normalen Tieres die gréBte, wiaihrend 
das ovariumlose Tier in der Mitte steht. 


Die SchluBfolgerungen, zu welchen die soeben mitgeteilten Tat- . 


sachen fihren, sind genau die gleichen, wie sie vorhin gezogen wurden. 
Der Wert dieser Reihe besteht darin, da8 mit einer ganz anderen 
Methode als der Hamburgerschen, einer Methode, wo die Versuchs- 
variablen sehr viel geringer sind, das gleiche Resultat erhalten werden 
konnte. 

In den Tabellen III und IV gebe ich eine Ubersicht tiber das 
relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat 
und des sogenannten Arnethschen Blutbildes. Es ist sehr bemerkens- 
wert, daB in diesen beiden Tabellen ein erheblicher Unterschied der 
drei Tiere in ihren so verschiedenen Zustiénden nicht zum Ausdruck 
gelangt. Es zeigt sich in sehr tiberzeugender Weise die groBe Uber- 
legenheit der funktionellen Methodik tiber die blo&B morphologische. 
Funktionell ist die Verschiedenheit der Zellen eine sehr groBe, morpho- 
logisch scheinen die Zellen im wesentlichen tibereinstimmend zu sein. 

Ich habe schon angedeutet, daB das phagocytire Vermégen von 
Zellen von einer Mehrheit von Variablen abhingt oder wenigstens 
abhingen kann. Um ein tieferes Verstandnis der gefundenen Tatsachen 
und fiir den EinfluB der beiden untersuchten Driisen mit innerer Sekre- 
tion zu gewinnen, war eine weitere Analyse erforderlich. Der Unter- 
schied in dem Leistungsvermégen der Exsudatzellen konnte herriihren 
von einer konstitutionellen Schwiche der Gewebe, denen diese Zellen 
ihren Ursprung verdanken. Er kénnte aber auch davon herriihren, da8 
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Tabelle 111. 


Das-relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exudsat. 





Datum Neutrophile, 
1924 oe Makrophagen 


ucocyten 


80,2 19.8 
73,1 26.9 
77,7 22.3 
784 21.6 
81,2 18.8 
78,1 21,9 
814 18,6 
25,4 
25,2 
19.6 
18,0 
19.0 


15.8 
25,0 
30,2 
19.3 
14,6 
14,8 


Kontrollkaninchen 


— 


RS tee es et es 


NOS 


ce I ee eee oe ee ee ee ee | 


Ovariumloses Kaninchen 


woonwoc 


RS bet ee es ee 
aT 


-- 


Schilddriisenloses Kaninchen 


OO met et es tes 


tS @ bo 


Tabelle IV. 
Das Arnethsche Blutbild des Exsudats. 





Zwei Drei- Vier 
kernige | kermge | kernige 


Form mit | Form mit | 
| wenig eins tief ein- 
1924 cyten = tetem a Form | Form Form 


Datum | Myelo- 


} m ern | 


Kontroll- 5. 
kaninchen 10. 
12. 
16. 
22. 
26. 


3 25 4 6| 39 15 
6 19 6b | 4 12 
6 16 43 19 
16 19 | 3 14 
16 18 ? = 17 
4 12 | 43 24 
15 18 | & 21 
17 | 48 15 
18 18 40 10 
15 16 50 7 
2 20 43 11 
5 14 33 32 
12 36 31 

17 41 25 12 

. 12 40 30 11 

l 29 39 14 1] 

6 15 38 32 7 

6 10 33 33 18 


~ 


Ovariumloses 5. 
Kaninchen 10. 
12. 

16. 

22. 

26. 

Schilddriisen- 5. 
loses 10, 
Kaninchen 12. 
16. 

22. 

26. 


~ 
- 


eee eee ele ee he oe ee | 
owoun-.o 


diesen Zellen chemisch in quantitativer Beziehung etwas fehlt, was 
normale Zellen besitzen. Der Unterschied kénnte aber auch davon 
herrithren, daB die Kérperfliissigkeit, in denen die Exusdatzellen sich 
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befinden und welche vom Blutplasma herstammen diirften, beim 
ovarium- und schilddriisenlosen Tiere gewisser Stoffe ermangelte, die 
erforderlich sind, um die Phagocytose auf die Héhe des normalen Tieres 
zu bringen. Unwillkiirlich wird man auch an Gedankengiinge erinnert, 
wie sie in der Wrightschen Opsoninlehre vertreten werden. 

Auf Grund der entwickelten Gesichtspunkte schritt ich zuvérderst 
zu einer Untersuchung des phagocytiren Vermégens der Exsudat- 
zellen anstatt in Kochsalzlésung im Serum von Normaltieren. Die 
Ergebnisse dieser Reihe finden sich in Tabelle V. Es zeigt sich, dal 
die Phagocytose beim Normaltiere anscheinend etwas gehoben wird, 
indem ich einen durchschnittlichen Wert von 36 Proz. erhalte, gegen- 
iiber 30 Proz. in der friiheren. Beim ovariumlosen Kaninchen hebt 
sich die Phagocytose im Serum auf 30 Proz. gegeniiber 24 Proz. in 
Kochsalzlésung, und beim schilddriisenlosen Tiere erhéht sich die 
Phagocytose auf 23 Proz. gegeniiber 7 Proz. in der friitheren Reihe. 
Das mitgeteilte Ergebnis besagt zunichst, daB im Serum Stoffe vor- 
handen sind, welche das phagocytire Vermégen von Exsudatzellen zu 
erhéhen vermégen. Auf welchen Eigenschaften des betreffenden Serums 
diese Tatsache beruht, laBt sich zuvérderst nicht sagen. Z. B. kann 
aus dieser Versuchsreihe noch nicht der SchluB gezogen werden, dai 
etwa ein Hormonengehalt des Serums des Normaltieres fiir die Steigerung 
der Leistungsfaihigkeit der weiBen Blutkérperchen verantwortlich sei. 
Immerhin ist es bemerkenswert, daB das darniederliegende Vermégen 
der weiBen Blutkérperchen von ovariumlosen und von schilddriisen- 
losen Tieren gehoben werden kann. Es ist hieraus der SchluB zu ziehen, 
daB im wesentlichen Aufbau dieser Zellen der Unterschied kein groBer 
sein kann. 

Tabelle V. 
Phagocytaéres Vermégen im Serum des Normalkaninchens. 








Anzabl Anzahl | Prozentzabl 


Datum 
der Phagocyten, derjenigen Phago- 
1924 der untersuchten welche Kohle auf* | cyten, welche Koblc 


Phagocyten genommen haben | aufgenommen haben 











Kontrollkaninchen|) 25.1. | 843 323 | 38) 
a 851 288 | 34 36 Proz. 

a2: ae. | 300 | 35 

Ovariumloses | 25.1. | 649 | 260 | Bly 
Kaninchen 0.) | 211 | 28! 30 Proz. 

CE + 4B | 230 | 32) 

Schilddriisenloses | 25.1. | 840 182 | 22) 
Kaninchen aR ae 686 160 | 23} 23 Proz. 

15.11. | 668 161 24 | 


Die nichste Versuchsreihe war so angeordnet, daB ich das phago- 
cytire Vermégen der Phagocyten, welche vom Normalkaninchen 





Physiologie der Driisen. 63. 419 


stammten, im Serum der schilddriisenlosen Kaninchen untersuchte. 
In dieser Versuchsreihe fand ich ein phagocytires Vermégen von nur 
durchschnittlich 13 Proz., demnach ein tiefes Herabdriicken ihrer 
Leistungsfahigkeit. Da nun diese Zellen sowohl in Kochsalzlésung wie 
im Serum von normalen Kaninchen ein sehr hohes phagocytires Ver- 
mégen zeigen, muB die Herabsetzung von Momenten herrithren, welche 
in dem Serum von schilddriisenlosen Tieren gelegen sind. Die Proto- 
kolle dieser Versuchsreihen finden sich in Tabelle VJ. 


Tabelle VI. 


Phagocytares Vermégen der Phagocyten, welche von Normalkaninchen 
stammen, im Serum des schilddriisenlosen Kaninchens. 





Datum Anzabl der untersuchten | 40zahl der ace, Prozentzah! derjenigen Pha- 
welche Kohle gocyten, welche 
1924 Phagocyten aufgenommen haben Kohle aufgenommen haben 
30. TL. 837 119 14 
1. II. 630 78 12 
5. IL. 518 74 13 


Die gefundene Tatsache macht den Eindruck, als ob im Serum 
des schilddriisenlosen Tieres nicht bloB ein Fehlen von etwas vorhanden 
sei, sondern sogar ein Stoff, der direkt eine hemmende Wirkung auf 
das phagocytiire Vermégen von weiben Blutkérperchen besitzt, die 
von normalen Tieren stammen. Diese Erklirung dringt sich angesichts 
der Tatsache auf, daf in einer reinen Kochsalzlésung das phagocytire 
Vermégen viel gréBer ist. Wenn die Annahme, die ich vorerst als eine 
mégliche und nicht die einzige, an die man denken kann, aufstellen 
méchte, zutriife, so lage wieder einmal ein Anhaltspunkt dafiir vor, dab 
im Blute von schilddriisenlosen Tieren doch auch ein nicht indifferenter 
Stoff kreise. Es ist bekannt, daB in der Literatur von Zeit zu Zeit 
Angaben auftreten, die darauf hinauslaufen, daB der Schilddriise neben 
der innersekretorischen Leistung auch diejenige einer entgiftenden zu- 
komme; Befunde, wie mein soeben mitgeteilter, wiirden sich solchen 
Angaben anreihen und werden nun auch von allen denen verwertet 
werden kénnen, welche nach wie vor der Schilddriise eine entgiftende 
Funktion zuzusprechen geneigt sind. 

Die nachste Versuchsreihe, in Tabelle VII mitgeteilt, befaBte sich 
mit dem phagocytiren Vermégen von Exsudatzellen, welche von einem 
normalen Kaninchen stammen und in dem Serum des ovariumlosen 
Kaninchens auf ihr phagocytires Vermégen hin untersucht wurden. 
Die Ergebnisse dieser Reihe zeigen keine allzu groBe Verinderung, 
aber immerhin eine kleine Verminderung des phagocytiren Vermégens 
gegeniiber dem Vermégen der gleichen Zellen in Kochsalzlésung, aus- 
gesprochen jedoch gegeniiber dem Verhalten der Exsudatzellen im 
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Serum des Normaltieres. Denn durchschnittlich phagocytieren nur 
26 Proz. der normalen Zellen im Serum des ovariumlosen Kaninchens, 
wahrend durchschnittlich 36 Proz. im Serum von Normaltieren phago- 
eytieren. Auch diese Tatsache erweckte den Eindruck eines gewissen 
hemmenden Einflusses des Serums von ovariumlosen Tieren. 


Tabelle VII. 


Phagocytéres Vermégen der Phagocyten, welche von Normalkaninchen 
stammen, im Serum des ovariumlosen Kaninchens. 











Datum Anzahl der untersuchten Anzahl der Phagocyten, 





Prozentzabl derjenigen Pha- 


welche Koble gocyten, welche 
1924 Phagocyten aufgenommen haben Kohle aufgenommen haben 
30. I. | 776 216 28 
ee 606 148 25 
5. IL. 507 164 24 


In der nichsten Versuchsreihe, Tabelle VIII meiner Protokolle, 
habe ich das phagocytére Vermégen der Exsudatzellen untersucht, 
welche vom ovariumlosen Kaninchen stammen und in dem Serum 
von schilddriisenlosen Kaninchen beobachtet wurden. Hier zeigt sich 
eine sehr deutliche Herabsetzung gegeniiber dem Einflu8 des Normal- 
serums auf die gleichen Zellen; wahrend in letzterem Falle durch- 
schnittlich 30 Proz. Phagocytose beobachtet wurde, sind es im ersteren 
Falle durchschnittlich nur 21 Proz., etwas weniger als in reiner Kochsalz- 
lésung. Auffallend ist, daB das phagocytére Vermégen dieser Zellen 
weniger herabgesetzt wird als dasjenige von normalen Zellen im gleichen 
Serum von schilddriisenloser Herkunft. 


Tabelle VIII. 


Phagocytares Vermiégen der Phagocyten, welche von ovariumlosen Kaninchen 
stammen, im Serum des schilddriisenlosen Kaninchens. 











Datum | Anzahl der untersuchten | Anzahl der Phagocyten, | Prozentzah! derjenigen Pha- 


iche K iche 
94 Phagocyten elgneumie haben | Salt elipasuien haben 
7. IL. 682 162 23 
12, IT. E64 113 20 
14, IT. 665 140 21 


In der niichsten Versuchsreihe, mitgeteilt in Tabelle 1X, wurde 
das phagocytére Vermégen der Exsudatzellen untersucht, welche von 
schilddriisenlosen Kaninchen stammten und in dem Serum von schild- 
driisenlosen Tieren beobachtet wurden. In dieser Reihe zeigte sich eine 
geringfigige Erhéhung des phagocytéren Vermégens dieser Zellen 
gegentiber der Beobachtung derselben Zellen in reiner Kochsalzlésung. 
Wahrend in letzterem Falle der Durchschnitt der Phagocytose 7 Proz. 
betrug, betriigt er in der vorliegenden Versuchsreihe 11 bis 12 Proz. 
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Es scheint demnach, da$ das Serum an und fir sich etwas giinstiger 
ist als Kochsalzlésung, aber es bleibt als bei weitem hervorstechendste 
Tatsache der Tiefstand dex phagocytaren Vermégens, aus dem hervor- 
geht, daB selbst bei dem Zusammenwirken von Zellen und Serum, 
wenn beide von einem schilddriisenlosen Tiere stammen, die konstitu- 
tionelle Minderwertigkeit in den Leistungen eine in die Augen sprin- 
gende ist. 
Tabelle IX. 
Phagocytires Vermégen der Phagocyten, welche von schilddriisenlosen 
Kaninchen stammen, im Serum des schilddriisenlosen Kaninchens. 





Datum Anzahl der untersuchten Anzabl der ocyten, | Prozentzah! derjenigen Pha- 


welche Kohle ; gocyten, welche 
1924 Phagocyten aufgenommen haben Koble aulgenommen haben 
7 o> 572 63 11 
12. IT. 544 64 12 
14. IT. 602 73 12 


In der naichsten Versuchsreihe, Tabelle X meiner Protokolle, wurde 
das phagocytare Vermégen der Zellen des schilddriisenlosen Kaninchens 
in dem Serum des ovariumlosen Kaninchens untersucht. Die Ergebnisse 
der beiden Versuche zeigten, daB die Phagocytose genau den gleichen 
Wert erreichte, wie unter dem EinfluB von normalem Serum, namlich 
23 Proz. Phagocytose. Daraus scheint hervorzugehen, daB das iber- 
wiegende Moment der Einflu® ist, daB das Serum von einem Tiere 
stammt, welches im Besitze seiner Schilddriise ist. Die Ubereinstimmung 
der Wirkung von Normalserum und desjenigen von ovariumlosen Tieren 
spricht sehr zugunsten der Anschauung, daB die Schilddriise den beiden 
Sera die Eigenschaft verliehen hat, das darniederliegende Vermégen 
von Leucocyten aus einem schilddriisenlosen Tiere zu heben. 


Tabelle X. 


Phagocytéres Vermégen der Phagocyten, welche von schilddriisenlosen 
Kaninchen stammen, im Serum des ovariumlosen Kaninchens. 





Anzahl der Phagocyten, Prozentzah! derjenigen Pha- 


Datum Anzahl! der untersuchten welche Kohle goarten, elebe 
1924 Phagocyten aufgenommen haben Koble aufgenommen haben 

15. IT. 708 168 24 

18. IL. 624 139 22 


In meiner letzten Versuchsreihe bin ich dann dazu tibergegangen, 
das Normaltier und das schilddriisenlose Tier tagelang mit Schilddriisen- 
praparat zu fiittern, das ovariumlose Tier mit Ovariumpriiparat. Das 
Normaltier habe ich mit Schilddriisenpriparat gefiittert, um dasselbe 
als ein Kontrolltier auch fiir diese Art des Eingriffs zu haben. Die 
Versuchsergebnisse finden sich in Tabelle XJ. Die Ergebnisse sind, 
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namentlich was diejenigen der Schilddriisenfiitterung anbetrifft, auBer 
ordentlich klar. Ich nehme als wichtigstes voraus, daB die Fiitterung 
mit Schilddriisentabletten beim schilddriisenlosen Tiere das phago- 
cytire Vermégen der Leucocyten auf die Héhe des Normaltieres zuriick- 
brachte. Die Schilddriisenfiitterung hat demnach noch giinstiger ge- 
wirkt als die Untersuchung im Serum von normalen Tieren. Ich glaube, 
daB die Tatsache, daB Fiitterung der Tiere mit Schilddriise das phago- 
cytire Vermégen der Leucocyten vollstandig wieder herstellt, eine 
kraftige Stiitze der Anschauung ist, daB infolge des Fehlens der 
chemischen Regulation des Kérpers durch die Schilddriise die funk- 
tionelle Unterwertigkeit der Leucocyten herbeigefihrt wird. Das 
Ergebnis dieser Versuchsreihe schlieBt sich in harmonischer Weise den 
iibrigen vou mir mitgeteilten Tatsachen an. 


Tabelle XI. 


Fiitterung des Normaltieres und des schilddriisenlosen Tieres mit ,,Thyroid 
Gland“ und des ovariumlosen Tieres mit ,,Varium”. Phagocytares Vermégen 
in einer 0,9proz. NaCl-Lésung. 








Anzahl der | Anzahl der Leucos Prozentzahl 
untersuchten | cyten, welche Koble eee lis 


| Phagocyten (aufgenommen haben gufgenommen haben 


Datum 
1924 


Nach Fiitterung mit 35 Tabletten innerhalb 8 Tagen. 


Normaltier ... 19, IT. 736 178 24 
Ovariumloses Tier 19. II. 927 277 30 
Schilddriisenloses Tier . 19. IT. 867 269 31 
Nach Fiitterung mit 53 Tabletten innerhalb 11 Tagen. 
Normaltier ... || 22. II. | 690 173 25 
Ovariumloses Tier 22. II. 692 201 29 
Schilddriisenloses Tier. _ 22. II. | 701 217 31 
Nach Fiitterung mit 62 Tabletten innerhalb 14 Tagen. 
Normaltier ... 26. II. 639 166 26 
Ovariumloses Tier 26. IT. 701 217 31 
Schilddriisenloses Tier . 26. IT. 539 162 30 


Was die Einwirkung des Schilddriisensekrets, wenn wir diesen 
Ausdruck gebrauchen diirfen, auf das Normaltier anlangt, so ist es nicht 
uninteressant, daB dieses im Gegensatz zum Einflu®B auf das schild- 
driisenlose Tier eher eine etwas herabsetzende Wirkung besitzt. Diese 
Tatsache hat ihr besonderes Interesse angesichts der Frage, ob man 
beim Tiere einen hyperthyreotischen Zustand erzeugen kénne, und 
namentlich im Hinblick auf die viel diskutierte Frage, ob man krank- 
hafte Erscheinungen einfach auf ein gewisses UbermaB eines normalen 
Sekretproduktes zuriickfiihren dirfe. Die von mir mitgeteilte Tatsache 
spricht ebenfalls zugunsten der letzteren Anschauung. Es ist nicht 
erforderlich, die Herabsetzung des phagocytaéren Vermégens der Zellen 
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durch eine Dysthyreose zu erklaren ; es geniigt das iiber die physiologischen 
Grenzen, iiber das MaB gehende Vorhandensein von Schilddriisenstoffen. 

Auch das phagocytare Vermégen des ovariumlosen Tieres wurde durch 
Fiittern von Ovariumpraparat zur urspriinglichen Hohe wieder hergestellt. 

Die mitgeteilten Versuche haben gelehrt, daB die neue Methode 
der funktionellen Leistungswirkung sich bewihrt. Sie gewahrt im 
Sinne der Ausfiihrungen meiner Einleitung einen quantitativen Einblick 
in das konstitutionelle Verhalten des Kérpers, sie erweitert die Méglich- 
keiten der Erforschung der inneren Sekretion. Die letzten Elemente 
physiologischer Art, bis zu welchem sich vor kurzem die Einfliisse 
der inneren Sekretion beziehentlich des Fehlens derselben hatten ver- 
folgen lassen, waren das Respirationsvermégen einzelner Organe, wie 
Rohrer jangst im physiologischen Institut in Bern nachgewiesen*) hat, 
und die Permeabilitat der Kapillarzellen. Jetzt ist die Grenze durch 
die vorliegende Arbeit bis zu den in das Exsudat auswandernden Leuco- 
cyten vorgeschoben. Das besondere Interesse, welches sich an diese 
Feststellung knipft, ist die Erkenntnis. da® die konstitutionelle 
Eigenart, geschaffen insbesondere durch die Schilddriise, sich selbst 
in den individuellen héchst autonomen Leucocyten auspriigt. Auch 
diese, eine Sonderexistenz fiihrenden Zellen, erhalten Charakteristika, 
die in letzter Linie den Drijsen mit innerer Sekretion des Erzeugers 
dieser Zellen entstammen. 

Es bedarf nicht vieler Worte, daB die Befunde, welche ich mit- 
geteilt habe, neue Ausblicke eréffnen und zur experimentellen Weiter- 
arbeitung mannigfacher Probleme anregen. Ich nenne hier nur den 
EinfluB anderer Driisen mit innerer Sekretion auf das phagocytire 
Vermégen von Leucocyten, aber auch eine weitergehende Analyse des 
Zustandekommens der Phagocytose. Namentlich wird man einen 
AnschluB zu suchen haben an Wrights bekannte Lehre von den Opso- 
ninen, und es wird ein AnschluB dieser Lehre an diejenige von der 
inneren Sekretion oder der chemischen Regulation im Organismus zu 
suchen sein. Alle diese Probleme werden im Berner physiologischen 
Institut in Angriff genommen. 


ZusammengefaBt, sind die wesentlichen Resultate der vorauf- 
gehenden Arbeit die folgenden: 

1. Hamburgers Methode der Priifung des phagocytiiren Vermégens 
der Leucocyten wurde zu einem Verfahren umgearbeitet, welches, zur 
mehrfachen Nutzung am gleichen Tiere geeignet, Probleme der inneren 
Sekretion zu untersuchen gestattete. Das Verfahren besteht in Er- 
zeugung eines sterilen Exsudats und Untersuchung des phagocytiren 
Vermégens der Exsudatzellen. 





1) Rohrer, diese Zeitschr. 145, 154, 1924. 
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2. Entfernung der Ovarien setzt das Vermégen der Leucocyten 
in Kochsalzlésung Kohle zu phagocytieren, merklich herab. Entfernung 
der Schilddriise vermindert das phagocytire Vermégen der Exsudat - 
zellen auf einen ganz niedrigen Wert. 

3. Die beschriebene Verminderung des phagocytiren Vermégens 
laBt sich auch an der Herabsetzung der Phagocytose der polynuclearen 
Exsudatleucocyten durch die Makrocyten erkennen. 

4. Im Serum von normalen Kaninchen hebt sich das phagocytire 
Vermégen sowohl normaler wie schilddriisenloser wie ovariumloser 
Herkunft entnommener Exsudatleucocyten; am meisten wird das 
phagocytire Vermégen der vom schilddriisenlosen Tiere stammenden 
Zellen gehoben, womit wahrscheinlich gemacht wird, daB weniger der 
Aufbau der Zellen als das Milieu, in dem sie sich befinden, die unter- 
suchte Leistungsfihigkeit bedingt. 

5. Fir letzteres spricht auch, daB morphologische Unterschiede in 
den drei untersuchten Zellarten nicht erkennbar sind. 

6. Serum von schilddriisenlosen Kaninchen setzt das phagocytare 
Vermégen von normalen Exsudatzellen herab. Diese Tatsache scheint 
zugunsten einer Hemmungswirkung des Serums schilddriisenloser Tiere 
zu sprechen; auch das Serum von ovariumlosen Kaninchen hat einen 
geringfiigigen, hemmenden EinfluB. 

7. Auch das phagocytire Vermégen von Zellen des ovariumlosen 
Kaninchens wird etwas durch das Serum von schilddriisenlosen Ka- 
ninchen herabgesetzt. 

8. Das phagocytiire Vermégen von Leucocyten des schilddriisen- 
losen Tieres wird geringfiigig durch das Serum schilddriisenloser 
Kaninchen gehoben; es bleibt aber das phagocytiire Vermégen auf 
einem sehr niedrigen Niveau. 

9. Serum von ovariumlosen Kaninchen hebt das phagocytire Ver- 
mégen von Zellen des schilddriisenlosen Kaninchens sehr erheblich. 

10. Die unter 4. und 9. genannten Tatsachen sprechen dafiir, dali 
im Serum von Schilddrisentrigern entweder ein Sekret ist oder ein 
Zustand herrscht, von der Schilddriise herstammend, welcher der 
Phagocytose giinstig ist. 

11. Durch Fiitterung mit Schilddriisentabletten wird das phago- 
cytire Vermégen der Zellen vom schilddriisenlosen Tiere vollstandig 
auf die normale Hohe zuriickgebracht, wihrend das phagocytiire Ver- 
mégen von Zellen des Normaltieres ein wenig herabgesetzt wird. Erstere 
Tatsache ist ein neuer Beweis fiir die Beherrschung des phagocytiren 
Vermégens durch die Schilddrise, letztere spricht zugunsten der Auf- 
fassung, daB ein Uberma8 von Schilddriise schidlich wirken kann. 

12. Fiitterung mit Ovariumtabletten restituiert das phagocytire 
Vermégen der Zellen des ovariumlosen Tieres. 














Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 64, 


Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflub 
der Driisen mit innerer Sekretion auf die Wachstumsvorginge, 
zugleich Beitrige zum Konstitutionsproblem. 


Ill. Mitteilung: 
Untersuchung iiber das Wachstum der Haare 
und iiber die kompensatorische Hyperplasie der Schilddriise nach operativer 
Entfernung innersekretorischer Organe. 


Von 
Kiyoshi Furuya. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 8. Mdrz 1924.; 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die nachfolgende Untersuchung beschiftigt sich innerhalb des 
Rahmens des friiher entwickelten Programms mit einigen spezielleren 
das Wachstum betreffenden Fragen, mit Wachstumserscheinungen 
unter dem Einflu8 innersekretorischer Organe. 

Eine Wachstumserscheinung, tiber deren Verfolg ich zuerst be- 
richte, wurde zum Gegenstand der Untersuchung gemacht, weil aus 
AnlaB der hauptsichlichsten Aufgabe meiner Arbeit methodologisch 
diese Erscheinung sich aufdringte. Es handelt sich um das Wachstum 
der Haare unter dem Einflu®B der Exstirpation des Ovariums und der 
Exstirpation der Schilddriise. Da ich mehrfache Blutuntersuchungen 
anstellen muBte, wurden die Ohren der Versuchstiere in einem be- 
stimmten Bezirk kurz geschoren. Es zeigte sich im Verlaufe der Unter- 
suchung ein charakteristischer Unterschied in der Art und Weise, wie 
das Wiederwachstum der Haare eintrat. Der Befund wird am an- 
schaulichsten wiedergegeben in den drei Abb. 1, 2 und 3. Es handelt 
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Abb. 1. Normaltier. Abb. 2. Ovariumloses Tier 





Abb. 3. Schilddriisenloses Tier. 


Die auBere Flache der Ohrlappchen von allen drei Kaninchen wurde am 9. November 1923 
abrasiert und am 22. Dezember photographiert. 
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Abb. 4. Normaltier Abb. 5. Ovariumloses Tier 





Abb. 6. Schilddriisenloses Tier 


Die Mitte des hinteren Ruckens von allen drei Kaninchen wurde am 8. Dezember 1923 glattrasiert 
und am 8. Februar 1924 photographiert. 
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sich um drei Kaninchen, bei denen in gleicher Weise und im gleichen 
Umfange am 9. November 1923 die auBere Flache des Ohrlappchens 
glattrasiert wurde. Am 22. Dezember wurde die photographische 
Aufnahme der drei Tiere vorgenommen. Abb. 1 stellt das Normaltier, 
Abb. 2 das ovariumlose und Abb. 3 das schilddriisenlose Tier dar. Das 
Normaltier hatte schon recht weitgehend die Haare regeneriert; das 
ovariumlose erheblich weniger, das schilddriisenlose praktisch gar nicht. 
Diese Versuchsreihe demonstriert recht anschaulich den groBen Einflu8 
der Schilddriise und den immerhin merklichen EinfluB des Ovariums 
auf das Wachstum der Haare. Der EinfluB, den die Schilddriise auf 
das Wachstum der Haare hat, ist namentlich aus der Pathologie 
bekannt, und insofern die Schilddriise ein Organ ist, welches von gréBter 
Bedeutung fiir die Wachstumsvorgiinge tiberhaupt ist, ist die von mir 
beobachtete Erscheinung nur eine Teilerscheinung aus einem prinzipiell 
bekannten Gebiete. Sie war aber insofern des Studiums wert, als es 
sich bei allen drei Tieren um ausgewachsene Tiere handelt, so dab 
demzufolge es sich um den EinfluB auf Wachstumsvorginge handelt, 
wo im landlaufigen, wenn auch durchaus nicht richtigen Sinne das 
Wachstum abgeschlossen ist. 

Ich habe noch eine andere Versuchsreihe angestellt, die in sehr 
eklatanter Weise den verschiedenen EinfluB8 der Driisen mit innerer 
Sekretion auf das Wachstum der Haare offenbarte. Ich habe am 
8. Dezember 1923 bei einem normalen Kaninchen, einem ovariumlosen 
und einem schilddriisenlosen Kaninchen auf dem Riicken eine Stelle, 
die keinerlei auBeren Beschidigungen ausgesetzt ist, eine gréBere 
quadratische Stelle glattrasiert. Am 8. Februar 1924 wurden die photo- 
graphischen Aufnahmen der Abb. 4, 5 und 6 gemacht. Sie zeigen in 
sehr deutlicher Weise, wie praktisch das normale Tier die Stelle fast 
vollig regeneriert hat. Die urspriinglich glattrasierte Stelle ist mit 
dichtem Haare besetzt und nur ein ganz leichter Schatten zeigt eine 
seichte Vertiefung. Schon viel deutlicher ist das Zuriickbleiben bei 
dem ovariumlosen Tiere. So gut wie gar nicht hat das Wiederwachstum 
bei dem schilddriisenlosen Tiere eingesetzt. Man erkennt noch deutlich 
die glattrasierte tiefliegende Hautflache. 

Es ist bekannt, daB bei der Wegnahme eines paarigen Organs im 
allgemeinen eine Art kompensatorischer Hypertrophie des zuriick- 
bleibenden Teiles eintritt. | Diese kompensatorische Hypertrophie 
konnte zum Gegenstand der Untersuchung des Einflusses inner- 
sekretorischer Organe gemacht werden. Ein Problem, welches ich 
auf Anregung von Prof. Asher in Angriff genommen habe, war die 
Frage, ob ein geschlechtsgebundener Einflu8B von Ovarium oder Hoden 
auf die Schilddriise vorhanden sei und ob etwa die Beobachtung der 
kompensatorischen Hypertrophie ein Weg sei, um diesen genannten 
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EinfluB zu untersuchen. Es 
gibt eine Reihe von Erfah- 
rungen aus der menschlichen 
Pathologie, welche die Ver- 
mutung — von mehr kann 
man nicht reden — nahe- 
legen, daB das weibliche Ge- 
schlechtsorgan eine etwas 
intimere Beziehung zur 
Schilddriise habe als das 
minnhche Geschlechtsorgan. 

Um diese etwaige Bezie- 
hung experimentell zu unter- 
suchen, war der Plan meiner 
Arbeit folgendermaBen an- 
geordnet: Es sollten Ratten 
méglichst des gleichen 
Wurfes, von denen die einen 
mannlich, die anderen weib- 
lich waren, teils in normalem 
Zustande, teils nach Ka- 
strierung untersucht werden, 
nachdem bei allen in einer 
voraufgehenden Operation 
die halbeSchilddriise entfernt 
worden war. Es standen mir 
zu diesem Zwecke 12 Ratten 
fiir eine erste Versuchsreihe 
zur Verfiigung. Von diesen 
waren sechs miannlich und 
sechs weiblich. Bei allen 
wurde die halbe, rechts ge- 
legene Schilddriise exstirpiert 
und das Gewicht dieser 
halben Schilddriise auf einer 
genauen analytischen Wage 
festgestellt. Alle einschla- 
gigen Versuchsdaten habe 
ich in Tabelle I mitgeteilt. 
Vier Miannchen und vier 
Weibchen wurden kastriert, 
waihrend je zwei Kontroll- 
tiere in unversehrtem Zu- 
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stande weiter beobachtet wurden. Genau 32 Tage nach der Operation 
wurden alle Tiere getétet und wiederum genau das Gewicht der zuriick- 
gebliebenen halben Schilddriise festgestellt. Es zeigte sich, daB die 
vier normalen Ratten wie auch die vier kastrierten minnlichen Ratten 
annahernd um gleich viel eine Gewichtszunahme der zuriickbleibenden 
Schilddriise erkennen lieben. Es handelt sich um Zahlenwerte, deren 
extremste Grenzwerte 30 und 50 Proz. sind. Ganz anders verhielten 
sich die vier kastrierten weiblichen Tiere. In jedem Falle waren die 
Zunahmen des Gewichtes der zuriickgebliebenen halben Schilddriise 
sehr viel gréBer als bei den weiblichen Tieren, die im Besitz ihres 
Ovariums waren, und den mannlichen Tieren, gleichgiltig, ob sie im 
Besitz der Hoden waren oder nicht. Die Gewichtszunahmen bewegen 
sich zwischen 67 und 104 Proz. Aus der hier gefundenen Tatsache 
lassen sich zwei Folgerungen ziehen: 

1. Es besteht eine geschlechtsgebundene Beziehung zwischen 
Geschlechtsorgan und Schilddriise, und zwar beim weiblichen Geschlecht. 

2. Das Ovarium hat, wie man es ausdriicken kann, einen hemmen- 
den EinfluB auf das Wachstum der Schilddriise. Fehlt das Ovarium, 
so vermag der zuriickbleibende Rest der Schilddriise starker zu wachsen. 
Ob es sich um eine direkte oder eine indirekte Hemmung durch die 
normale Schilddriise handelt, kann natiirlich aus meinen Versuchen 
nicht hervorgehen, die Tatsache selbst ist aber in sehr anschaulicher 
Weise bewiesen. 

Es fiigte sich zufallig, daB waihrend der Anstellung meiner Unter- 
suchungen im physiologischen Institut von einer Hiindin sechs gesunde 
junge Hunde geworfen wurden. Sobald dieselben der miitterlichen 
Milchdriise entwéhnt waren, habe ich sie zum Versuch benutzt, indem 
ich bei allen die halbe Schilddriise entfernte. Von den Tieren waren 
vier mannliche und zwei weibliche. Drei mannliche und ein weibliches 
habe ich auBerdem kastriert. Alle Operationen fanden am 18. Januar 
1924 statt. Die naheren Versuchsdaten teile ich in Tabelle II mit. Das 
Gewicht der entfernten halben Schilddriise wurde genau festgestellt. 
32 Tage spiter, am 20. Februar 1924, wurden alle Tiere, die gleich- 
maBig an Gewicht zugenommen hatten, getétet und die Schilddrisen, 
die Nebennieren und die Thymusdriise sorgfaltig entnommen, um 
gewogen zu werden. Betrachtet man nur die Regeneration der Schild- 
driise beim normalen kastrierten Weibchen, so ist der Unterschied 
der bei weitem gréBte in der ganzen Versuchsreihe, namlich es betriagt 
die Gewichtszunahme beim normalen Weibchen nur 7,5 Proz., wahrend 
beim ovariumlosen Weibchen das Gewicht der Schilddriise um 141 Proz. 
zugenommen hat, ein Zahlenwert, der irgend einen anderen der gesamten 
Versuchsreihe weit tibertrifft. Dabei ist gerade bei diesem Tiere 
die gesamte Gewichtszunahme nicht gréBer als bei den anderen Tieren 
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und nur wenig gréBber als bei dem Kontrollweibchen, nimlich 5500 g 
gegeniiber 4000g. Es scheint demnach, zusammengehalten mit der 
friheren Versuchsreihe, auch hier wieder eine geschlechtsgebundene 
Beziehung zwischen Ovarium und Schilddriise zutage zu treten. Wire 
nicht die voraufgehende Versuchsreihe an Ratten sc tiberzeugend aus- 
gefallen, so wiirde man nur mit gréBter Vorsicht aus einem einzigen 
Versuchspaar einen derartigen SchluB ziehen dirfen. 








Tabelle II. 
Hund! Hund2 Hund3| Hund4 Hund5 Hund6 
g 4 aA % 4 / 
Korpergewicht ing . .. . . 2500,01250,0 2000.0 2050,0 2270,0 1960,0 
Datum ........ . . «) 181.24) 18,1.24 | 18.1.24) 18.124 18.1. 24) 18.124 
=| Kastration (Hoden) .... . + + + 
#\ Kastration (Ovarium)... . : 
£] Halbe Schilddriise (rechts).. + + | + + } n 
Gewicht d. operativ entfernten 
halben Schilddriise in mg. 320 118 225 135 225 223 
Kérpergewicht ing . . . . . 29000 1850,0) 2900.0) 2600,0 3000,0 2920.0 
Se ea a) 6 Se ee . 20.11. 24 20. 11. 24) 20. 11.24) 20. 11.24 20. 11. 24 20. 11.24 
Gewicht d. Thymusdriise i.mg 1455 1935 3379 5087 5407 2286 
§| Gewicht der beiden Neben- 
%) Miereninmg .......| 572; 467) 545) 486 427 490 
“1 Gewicht der bleibenden Schild- 
G@r@se in mg........i]| 244 227 | 413 | 326 297 285 
Zunahme d. Gew. d. zuriick- 
bleibenden Schilddriise i. mg 24 109 188 s«d191 72 62 


5 (92,4 (83.6 (141,5 (32 (27,8 
Proz.) Proz.) Proz.) | Proz.) Proz.) Proz.) 
Was nun die kompensatorische Gewichtszunahme beim normalen 
und kastrierten Mannchen anlangt, so sind die Zahlen nicht einheitlich. 
Das normale Miannchen zeigt eine Gewichtszunahme der zuriick- 
bleibenden Schilddriise von 92 Proz., die drei kastrierten von 83, 32 
und 27 Proz. Bildet man Mittelwerte, so wiirde nach Wegfall der Hoden 
das Wachstum der Schilddriise eher kleiner sein. Ich méchte aber 
nicht aus dem nicht hinreichend groBen Versuchsmaterial diesen SchluB 
ziehen. Es bedarf dieser Gegenstand an Hunden noch einer weiteren 
Untersuchung. Aber die weibliche Geschlechtsgebundenheit der Be- 
ziehung zwischen Ovarium und Schilddriise halte ich durch die Er- 
gebnisse meiner Arbeit fiir gut gestiitzt. 


ZusammengefaBt sind die Ergebnisse meiner Arbeit die nach- 
folgenden : 

1. Ein normales Kaninchen regeneriert innerhalb 4 Wochen einen 
experimentell gesetzten Haardefekt fast vollstindig; ein ovariumloses 

















Crs 





432 K. Furuya: Physiologie der Driisen. 64. 


Kaninchen sehr viel weniger, ein schilddriisenloses so gut wie gar nicht 
Diese Angaben beziehen sich auf ausgewachsene Tiere. 

2. Bei Ratten und Hunden konnte eine geschlechtsgebunden 
Beziehung zwischen Ovarium und Schilddriise nachgewiesen werden 
indem bei weiblichen Tieren nach Entfernung einer halben Schild- 
driise die zuriickbleibende Hialfte eine sehr viel gréBere Gewichts- 
zunahme erfuhr als bei normalen weiblichen und normalen und 
kastrierten Mannchen. 

3. Es wurden Andeutungen dafiir gefunden, daB bei mannlichen 
Hunden der Wegfall der Hoden eher einen hemmenden EinfluB auf 
die Gewichtszunahme einer zuriickbleibenden halben Schilddriise 


besitzt. 

















Neue Miglichkeiten der Acidimetrie, besonders zur Anwendung 
auf EiweiSkérper und deren Spaltungsprodukte '). 


Von 
Paul Hirsch. 


(Mitteilung aus dem Universitatsinstitut fiir Nahrungsmittelchemie 
in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 12, Mdrz 1924.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Man hat fiir die EiweiBkérper und deren Spaltungsprodukte noch 
kaum brauchbare analytische Methoden. Es soll hier untersucht 
werden, wie weit die Verfahren der Acidimetrie auf diese Kérper an- 


wendbar sind. 
A. Allgemeiner Teil. 


Man nennt die tblichen Verfahren der Acidimetrie und Alkali- 
metrie auch Sattigungsverfahren. Man ,,siittigt“: bei ihnen eine freie 
Siure oder Base mittels Titerlésung ab, d. h. man fiigt die aquivalente 
Menge Alkalilauge bzw. Mineralsiiure zu. Den Endpunkt der Reaktion, 
den ,,Aquivalenzpunkt“, erkennt man in der Regel durch die Farb- 
anderung eines zugefiigten Indikators. Alle seitherigen Arbeiten tiber 
Acidimetrie behandeln nur solche Sattigungsverfahren. Diese sind 
naturgemi8 nur dann anwendbar, wenn der Aquivalenzpunkt mit 
geniigender Deutlichkeit beobachtet werden kann. Eine tibersichtliche 
Darstellung der Theorie dieser Sattigungsverfahren stammt von Niels 
Bijerrum?). 

Da fiir Acidimetrie und Alkalimetrie stets die gleichen Gesetze 
gelten, fasse ich die beiden Gebiete unter dem Namen ,,Acidimetrie“ 
zusammen. 

Hier soll nun unternommen werden, die seitherige Beschrinkung 
auf die Sattigungsverfahren aufzugeben, der Acidimetrie eine erweiterte 





1) Dissertation Frankfurt a. M., Mai 1923. 
*) Theorie der acidimetrischen und alkalimetrischen Titrierungen. 
Samml. chem. u. chem.-techn. Vortr. 21. Stuttgart 1914. 
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Grundlage zu verschaffen und damit die Grenzen ihrer Anwendbarkeit 
zu erweitern. 

LaBt man zu einer wisserigen Glykokollésung verdiinnte Salz- 
siure flieBen, so andert sich die Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung in kontinuierlichem Wachstum. Die Anderung der Wasser- 
stoffionenkonzentration laBt sich messend verfolgen mittels der potentio- 
metrischen, elektrometrischen oder Gaskettenmethode, mittels der 
kolorimetrischen oder Indikatorenmethode und mittels der katalytischen 
Methode. Leicht zu messen ist auch die Menge der zugefiigten ,,Titer- 
lésung“, d. h. Mineralsiure oder Alkalilauge. Fiir die Sattigungs- 
verfahren kommen von den Zustinden, welche unsere Lésung bei dem 
allmahlichen Zusatz der Salzsiure annimmt, nur zwei in Betracht: 
naimlich der Anfangszustand, bei welchem das Glykokoll noch keinerlei 
Salzbildung eingegangen ist, und auBerdem der ,,Aquivalenzpunkt“, 
bei dem gerade die der Glykokollmenge aquivalente Salzsiuremenge 
zugegen ist. Fir uns sind jedoch auch simtliche Zwischenstufen von 
Interesse. Zu ihrer Verfolgung sind einige eingehendere theoretische 
Untersuchungen erforderlich. Es wird sich zeigen, daB zwischen der 
Wasserstoffionenkonzentration, der Titermenge und der Menge des 
vorhandenen Glykokolls eine gesetzmaBige Beziehung besteht. Sind 
die ersten beiden GréBen bekannt, so ist die Menge des Glykokolls 
festgelegt. Es handelt sich nun darum, diese Beziehung fiir alle inter- 
essierenden Fille zu untersuchen und festzustellen, wie weit sich darauf 
acidimetrische Verfahren griinden lassen. 


I. Einwertige Sduren und Basen. 
Der Dissoziationsgrad. HS sei das Molekiil einer einbasischen Saure, 
S sei der Saéurerest, das Siureradikal, und S’ sei ihr Anion. 
BOH sei eine einséurige Base, B das zugrunde liegende Radikal und 
B’ das Kation. Fiir Séure und Base charakteristisch sind die in wisseriger 
Lésung eintretenden Dissoziationen: 
1. aS =— +S. 
2. BOH=— B + OH’. 
Hieriiber besagt das Massenwirkungsgesetz: 
[H} . (S"] 


(7s) ~ *- = 
OH’).{B" 
OM = K,. (Ib) 


Wie iiblich, bezeichnen stets Molekiilformeln wie HS oder S’ in einem 
mathematischen Ausdruck, wenn sie nicht in eckige Klammern gesetzt 
sind, Mengen, in Molen ausgedriickt. Molekiilformeln in eckiger Klammer 
geben-molare Konzentrationen an. KA, und XK, sind fiir gleichbleibende 
auBere Bedingungen und verdiinnt wasserige Lésungen konstante GréBen, 
sind jedoch abhangig von der Zusammensetzung des Lésungsmittels und 
von der Temperatur. Es werden zunichst gleichbleibende Bedingungen 
und verdiinnte, rein wasserige Lésungen vorausgesetzt. 
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Die Gesamtmenge des in Lésung vorhandenen Radikals S oder B 
sei G Mole. Man kann G auch als die Gesamtmenge der urspriinglich 
undissoziiert gedachten Séure oder Base betrachten. [@] gibt an, welches 
die molare Gesamtkonzentration des Radikals ist. Das Verhiltnis 5 bzw. > 
ist dann der ,,Dissoziationsgrad‘‘') und sei mit « bezeichnet. 

Die Abhangigkeit zwischen der Wasserstoffionenkoazentration [H’] 
und dem Dissoziationsgrad « einer Saure ist leicht abzuleiten, wenn man 
annimmt, daB das Siureradikal S nur als ungespaltenes Sauremolekiil HS 
und als Anion S’ vorkommt; wenn man also HS + S’ = G setzt, wie das 
bei Michaelis (|. c.) geschieht. Dann ist naimlich 


1 G S'+ HS — 
se ST 
Aus der Massenwirkungsbeziehung, Gleichung I, Distaisia man: 
(HS) (H) 
_- 
Also ist: 
eA _ 
« K, 
oder 
1 . , 
ri ct (ay (Michaelis, 1. c.) 
K, 


« ist also nur von [H'] und K, nicht jedoch von Menge und Konzentration 
der Sdure S abhdngig. Fiir konstantes [H’] ist auch « konstant. Es ist 
wichtig, dies festzuhalten. 

Fiir eine Base ist analog: 


ée= 


Nebengleichgewichte ; der Spaltungsgrad. Die entwickelte Forme! fiir ¢ ist 
aber nicht richtig, wenn die zugrunde liegende Annahme nicht zutrifft, 
daB HS + S' = G; wenn das Radikal S nicht nur als S’ und HS, sondern 
auch noch in anderer Form vorliegt; wenn also die Molekiilarten HS und 
S’ auBer an dem Hauptgleichgewicht HS —— H' + S’ noch an anderen 
Gleichgewichten, an ,,Nebengleichgewichten™, | , beteiligt sind. Dieser Um- 
stand tritt praktisch immer ein. Die Nebengleichgewichte lassen sich im 
allgemeinen recht glatt formulieren ”). 

Hier soll nur das Wichtigste der Nebengleichgewichte behandelt werden, 
die ,,Salzassoziation*‘, die immer vorhanden ist. Ich verstehe darunter 
die Bildung undissoziierter Salze der zu untersuchenden Saure oder Base. 

Die Hauptreaktion sei HS—— H'+ 8’. Dann formuliert sich die 
Salzassoziation als S’ + Na — NaS. Dieses Gleichgewicht kann auch 
aufgefaBt werden als Dissoziationsgleichgewicht des Salzes NaS. In diesem 
Gleichgewicht spielt auBer den bisher betrachteten GréBen noch [Na’] 
eine Rolle, die Konzentration einer gewissermaBen auBerhalb der Haupt- 
reaktion stehenden Molekiilart. 


1) L. Michaelio, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 
*) Siehe Dissertation. 
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Als starker Elektrolyt folgt das Natriumsalz zwar nicht exakt de. 
einfachen Massenwirkungsgesetz. Fiir den vorliegenden Fall geniigt desse: 
Anwendung jedoch vollsténdig'). Aus ihm folgt, daB 

[NaS] [Na’] 

[S’] K' 
Fiir gleichbleibendes [Na‘’] bleibt also das Mengenverhiltnis zwischen 
assoziiertem Salz NaS und freiem Anion S’ konstant; ersteres ist ein kon- 
stanter Bruchteil des letzteren. Dieser Umstand soll noch in anderer Weise 
ausgedriickt werden. Die Summe NaS + S sei mit U bezeichnet; das 
ist der Anteil des Radikals S, der nicht als ungespaltene Séiure HS vor- 


abgespalten oder abgesiittigt ist. Ich bezeichne ihn als den ,,abgespaltenen 
Ss’ : . AS iS we 
oe B ist der Dissoziationsgrad des. Neutralsalzes NaS. Fiir 


dieses gilt also: 


Anteil**. 





1 NaS+S8' 
8 s’ 
oder, wenn man std = ~ ] einsetzt: 
1 [Na’] 
yg 1 + K' 
Also: 1 
8 
[Na’‘] 
1+ KR? 


Hieraus folgt, daB 8 auBer von K’ nur von [Na] abhingt. Der Disso- 
ziationsgrad 8 des Neutralsalzes der Sdure HS bleibt also konstant, solange 
sich [Na] nicht dndert. Bei den salzsauren Salzen schwacher Basen gilt 
das sinngem&8 Entsprechende fiir [C1’]. 

Diese Regel ist als Satz von Arrhenius bekannt. 

Sowohl S’ wie NaS halten Titernatronlauge gebunden, neutralisiert. 
Fiir den Titerverbrauch kommt also nicht S’ allein, sondern stets U in 


Rechnung. Fiir die Acidimetrie ist also das Verhaltnis 4 von gréBerem 


Ss , 
Interesse als der Dissoziationsgrad « = a Dieses Verhialtnis A der ,,ab- 


gespaltene’ Bruchteil der Gesamtmenge G des Radikals S, wird von nun 
ab als ,,Spaltungsgrad“* y bezeichnet. 


OO Ce aad A ues Bae 
Ca are oe 
Nun ist aber 
ee HS .HS 
. Oa ae oo tI 
Ferner ist HS [H’) Ps HS () 
“fd So dol 
somit ist: 1 
ee ee 
K, 


1) W. Nernst, Theoretische Chemie. 
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y ist auBer von K, und [H’] noch von 8 abhingig. Wenn # konstant 
bleibt, besteht also nur mehr die Abhiangigkeit von K, und [H’]. Fiir ein 
bestimmtes gleichbleibendes [H’] ist dann also ¥ konstant. Setzt man: 


—... (11) 
2 
so nimmt es folgende Gestalt an: 
y Tit) fiir die Séure (II Ta) 
¥ "5 
und entsprechend 
1 i , 
y (OH) fiir die Base. (IIIb) 
1+ —— 


k kann man als die ,,Spaltungskonstante“ des ,,Spaltungsgleichgewichtes* 
HS =H ' + U bezeichnen. Man kann auch hierzu eine Massenwirkungs- 
gleichung schreiben: 





(H’]).(U] = [HS]. k. 

Die Beziehung zwischen k und K wird durch die obige Gleichung LI 
angegeben. K lat sich also leicht aus k, bzw. umgekehrt, berechnen, wenn 
der Dissoziationsgrad 8 bekannt ist. Dieser aber variiert bei den ver- 
schiedenen Na- bzw. Cl-Salzen nicht sehr und man kann ihn mit guter 
Annaherung fiir alle diese Salze dem Dissoziationsgrade von NaC! gleich- 
setzen. 

Die Gleichung (III) besitzt die gleiche Form wie die zuvor fiir « ab- 
geleitete. 

Gleichung (IIT) beruht auf der Voraussetzung, daB f konstant bleibt; 
nuf so lange ist k wirklich eine Konstante. LaBt sich diese Forderung er- 
fiillen? Starke Salze, wie die der Natronlauge und die der Salzsaure, sind 
in den verdiinnten Lésungen, die hier interessieren, nur in geringem Grade 
assoziiert. Bei n/l10 Na- bzw. Cl-Konzentration etwa zu 15 Proz., bei 
steigender Verdiinnung abnehmend. Die Anderungen in [Na] bzw. [Cl], 
die praktisch in Frage kommen, sind nur von geringem EinfluB auf 8 bzw. k. 
Durch geeignete Versuchsanordnung kann man auBerdem den stérenden 
Einflu8 ganz ausschalten. Zu bemerken ist ferner, daB die Salzassoziation 
nur bei solchen Gleichgewichtszustinden ins Gewicht fallen kann, fiir die 
der Spaltungsgrad » praktisch verschieden von 0 und | ist. Das ist leicht 
nachzuweisen. 

Die Spaltungskonstante gewinnt damit praktische Bedeutung. 

Zur Erklarung der beschriebenen Gleichgewichtsverhaltnisse bedient 
man sich oft des Begriffes der ,,Hydrolyse“ und verwendet eine eigene 
Hydrolysengleichung. Diese ist hier vollstindig entbehrlich, denn 
Gleichung (III) beherrscht alle unter deren Bereich fallenden Zustande. 

Der Titerverbrauch. Die fortschreitende Aufspaltung einer schwachen 
Saure oder Base geht Hand in Hand mit einem steigenden Verbrauch an 
Titerlauge — oder Saéure. Es wird zuniichst stets eine den vorhandenen 
S’. bzw. B’-Ionen iquivalente Menge Titersubstanz verbraucht. Diese 
Titermenge liefert die Na’- bzw. Cl’-Ionen, die den S’- bzw. B’-Ionen das 
Gleichgewicht halten. AuBerdem wird bei der Salzassoziation eine der 
gebildeten Salzmenge entsprechende Menge Titersubstanz verbraucht. Diese 
beiden Posten zusammen sollen als ,,gebundene Titermenge’ r bezeichnet 
werden. rf ist dem ,,abgespaltenen Anteil‘‘ aquivalent. 
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AuBer dieser gebundenen Titermenge ist in den zu _ betrachtenden 
Systemen noch weitere Titersubstanz zugegen, die als ,,freie Titermenge“ s 
bezeichnet werden soll. Diese freie Titermenge liefert durch elektrolytische 
Dissoziation nach dem Schema 

HCl — H'+Cl’ bzw. NaOH — Na’ + OH’ 
die freien H’- bzw. OH'-Ionen, die fiir unsere Gleichgewichte von wesent- 
licher Bedeutung sind. 

Wenn [H’] und das Volumen v der Lésung bekannt sind, laBt sich s 
leicht berechnen. Nimmt man zunichst vollstandige Spaltung der Titer- 
salzsiure an, so ist [H’] gleich der Konzentration der freien Siure. 
Das jeweilige Endvolumen der Fliissigkeit sei v, die in ihr enthaltene freie 
Salzsiure betrage sccm n/l. Dann ist also: 


H'=s, [(H')] = 2 oder s = [H'].v. 


Bei gréBer werdender Konzentration der Cl'-Ionen kommt allmihlich die 
Unvollstandigkeit der Salzsiuredissoziation in Betracht. Der Dissoziations- 
grad der Salzsiure bei den verschiedenen Cl'-Konzentrationen ist aus 
Angaben der Literatur zu erfahren; besonders aus Leitfahigkeitsangaben *). 
Er sei 5; dann ist H’ = 5.s und [H’] = 6 <. War die Molarkonzentration 


der Titerlésung nicht 1, sondern n, so ist 
+ 
H' =n.dé@.8e und [HA] = - —. 
Umgekehrt l48t sich aus bekanntem [H’'] die Menge s der freien Saure 
leicht berechnen zu: 





[H'}. » . 
a= . (IV a) 
Fiir die freie Natronlauge gilt analog: 
, — (OH}.0, (IVb) 
n.Dneon 


Die freie Titermenge ist unabhangig von der Menge der zu titrierenden 
Saure oder Base. Sie ist durch [H’] und v vollstandig bestimmt. 

Es ist noch zu bemerken, daB die GréBe s neben r erst in staérker sauren 
oder alkalischen Liésungen ins Gewicht fallt. 

Der tatsichliche Titerverbrauch ¢ setzt sich also zusammen aus der 
gebundenen und der freien Titermenge: ¢ = r + s. 

Diese Gleichung bedarf noch einer Erginzung. Seither wurde an- 
genommen, daB der Uberschu8 von H’ bzw. OH’ aus der freien Titer- 
substanz stammt; das ist nicht immer der Fall. Wird z. B. Essigsiure nur 
teilweise mit NaOH abgesittigt, so reagiert die erhaltene Lésung bekanntlich 
sauer, es ist ein Uberschu8 von H’ vorhanden. Hier stammen nun die 
H’-Ionen nicht aus der Titernatronlauge, sondern aus der Essigsiure selbst. 
Einem Teil der abgespaltenen Acetationen wird nicht durch Na’, sondern 
durch H’° das elektrostatische Gleichgewicht gehalten. Die Gesamttiter- 
menge ¢ ist dieses Mal also kleiner als die Menge U der abgespaltenen Essig- 
siure; und zwar um den Betrag der Acetationen, denen die freien H’-Ionen 
die Wage halten, also um den Betrag der freien H’-Ionen selbst, da ja alle 


1) Kohlrausch und Holborn, Das Leitvermégen der Elektrolyte. 
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Mengen in Molen gemessen sind. Bezeichnen wir diesen Differenzbetrag wieder 
mit s und nennen ihn wieder ,,freie Saure und ist wieder die der gesamten 
aufgespaltenen Essigsiiure aquivalente Titermenge r, so ist jetzt: = r — s. 
Genau so kann es sich bei allen anderen Saéuren und Basen verhalten, 
die stark genug sind, um gréBere Mengen H’ oder OH' selbst abzuspalten. 
Auch in diesen Fallen spielt natiirlich s erst in starker sauren bzw. alka- 
lischen Lésungen eine Rolle. s 14Bt sich auch hier leicht aus [H'] berechnen. 
‘ v ’ v rr 
ez (H']-— bzw. « = [OH'].—- (IV') 
Wenn die freien H’ oder OH’ zum Teil von der Titersubstanz, zum 
Teil von der zu titrierenden Substanz herriihren, was auch méglich ist, 
wird die Berechnung von s komplizierter. Auf diesen Fall soll jedoch hier 
nicht naher eingegangen werden. 
Wir schreiben also jetzt allgemein: 
t=r+t+e. (V) 


Meist wird es vorteilhafter sein, s direkt experimentell zu bestimmen, 
anstatt es aus [H’] zu berechnen. Das ist sehr einfach. Man bringt reines 
Wasser mittels Titerlésung auf die [H'] des Hauptversuches und rechnet 
die hierbei gefundene freie Titermenge auf das richtige Volumen um. Man 
stellt mit anderen Worten einen Vergleichsversuch mit reinem Wasser an. 


Das molare Bindevermégen. Die Gesamtmenge der fraglichen schwachen 
Saiure oder Base sei wieder G. Dann soll das Verhiltnis r:G mit # be- 
zeichnet werden. Dies ist die pro Mol Substanz gebundene Titermenge, 
ebenfalls in Molen, und mége das ,,molare Bindevermégen* genannt werden. 

Es ist ohne weiteres einleuchtend, daB das molare Bindevermégen + 
ebenso wie Y eine eindeutige Funktion von [H’] ist, solange keine stérenden 
Nebengleichgewichte vorhanden sind. Fiir einwertige Saiuren und Basen 
ist es direkt gleich dem Spaltungsgrad y. Denn: 

@=s. Y= und r= U, also 0= yy. 
Fiir die einwertigen Saéuren und Basen kennen wir bereits die Beziehung 
zwischen y und [H'] und somit auch die zwischen # und [H’]. 

Fiir konstantes [H’) ist auch # konstant. In anderen Worten: Fiir gleich- 
bleibendes [H'] ist stets ein bestimmter, gleichbleibender Bruchteil der Sdure 
oder Base abgespalten. Ich méchte dies als das Grundgesetz der zu ent- 
wickelnden Theorie der Acidimetrie bezeichnen. 

Die Verwendungsweise der #-Funktion fiir acidimetrische Bestimmungen 
ist nun ziemlich naheliegend. Die $-Funktion gestattet fiir beliebige [H’] 
die zugehérigen Werte von * anzugeben. Man bestimmt noch die ent- 


sprechenden r-Werte und erhilt dann die Substanzmenge G als G = >: 


Bei Eiwei8kérpern und deren Spaltungsprodukten, bei denen man 
kein Molekulargewicht kennt, beziehe ich die gebundene Titermenge auf 
den vorhandenen Stickstoff, so daB dann # die pro Mol Stickstoff gebun- 
denen Mole Titersubstanz angibt. 


Vorziige der $-Funktion. Wir haben den der direkten Messung zugiing- 
lichen Gesamttiterverbrauch ¢ in zwei verschiedenartige Teile, r und 3, 
zerlegt. Welchen Nutzen bringen die gewonnenen Ergebnisse fiir die Be- 
handlung acidimetrischer Probleme ? 
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Ed. Salm') war der erste, der auf Grund seiner Indikatorenforschung 
zu dem SchluB kam, daB sich alle Saiuren und Basen, auch sehr schwache, 
acidimetrisch titrieren lassen mii®ten; es kiime nur darauf an, den ,,Aqui- 
valenzpunkt* der betreffenden Substanz festzustellen und auf diesen mit 
Hilfe eines geeigneten Indikators zu titrieren. Unter dem Aquivalenz- 
punkt ist diejenige [H'] zu verstehen, fiir welche der Titerverbrauch gerade 
der vorhandenen Substanzmenge Aquivalent ist. 

Die schon oben zitierte Abhandlung N. Bjerrums stellt eine Theorie 
dieses Aquivalenzpunktes dar. Dort wird sehr eingehend untersucht, unter 
welchen Bedingungen eine Titration auf den Aquivalenzpunkt méglich ist. 

Es lag sodann nahe, die verbrauchte Titermenge — das ist der Gesamt- 
titerverbrauch ¢ — in ihrer Abhingigkeit von [H'] oder [OH’] zu verfolgen. 
Diese Betrachtungsweise ist von Verschiedenen eingeschlagen worden. 
Die gefundenen Abhangigkeiten zwischen Titerverbrauch ¢ und [H’] hat 
man auch graphisch dargestellt. Ich sah solche Titrationskurven von 
Thiel*) und von Kolthoff*). Im Sinne der Betrachtungsweise dieser Autoren 
sei jetzt auch der Gesamttiterverbrauch auf ein Mol Substanz bezogen und 
dargestellt als r = a wobei also G die vorhandene Substanzmenge in 
Molen, ¢ den Gesamttiterverbrauch in Molen und Tt den Titerverbrauch 
pro Mol Substanz angibt. 

Es bietet nun wesentliche Vorteile, an Stelle dieser Funktion Tt die 
hier eingefiihrte Funktion + zu benutzen. Es wurde gezeigt, daB ? eine 
eindeutige Funktion von [H’] ist, solange keine stérenden Nebengleich- 
gewichte auftreten. Es ist also von der Verdiinnung unabhingig. r = 0.G. 
r ist bei festgelegtem [H'] somit direkt proportional zu G, d. h. es ist ein 
direktes Ma8 der Gesamtmenge G. Mit t bzw. ¢ ist es anders. Es ist 
t = r +8; man kann daher auch schreiben 


r 8 
T=@t@ 
t enthaélt auBer r noch den Summanden s, der nicht von G, aber nach 


Gleichung (IV) vom Volumen v der Lésung abhangig ist. ¢ ist deshalb, 
im Gegensatz zu r, von der Verdiinnung abhangig und nicht zu G@ pro- 


portional. Dementsprechend enthalt tr neben 3 = 5 noch den Summanden 


x der von G und dem Volumen v abhangig ist. t ist daher selbst, im Gegen- 


satz zu 3, von G und v abhingig, also keine eindeutige Funktion von [H’]. 

Wie schon angedeutet wurde, wird allerdings s in der Nahe des Neutral- 
punktes, bei sehr kleinem [H'] oder [OH’], ebenfalls sehr klein und ver- 
schwindet dann als Summand neben r. Mit s verschwinden auch die Mangel, 
welche der Funktion t anhaften und die Grenzen ihrer Anwendbarkeit 
bestimmen. Wo s aber nicht zu vernachlassigen ist, kann man die Be- 
ziehung zwischen tT und [H’] wegen der besprochenen Eigenschaften immer 
nur fiir eine bestimmte Konzentration der Substanz und der Titerlésung 
festlegen*). Dieser Umstand ist fiir die Acidimetrie héchst hinderlich, 
da ja bei acidimetrischen Bestimmungen die Substanz in unbekannter 

1) Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 498, 1906. 

*) A. Thiel, Sitzungsber. d. Ges. z. Férderung d. ges. Naturwiss. z. 
Marburg vom 13. November 1912. 

3) Zeitschr. f. anorg. u. allg. Chem. 115, 168. 

*) Vgl. J. M. Kolthoff, 1. c. 
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Menge und Konzentration vorliegt. Die Beziehung zwischen * und [H’] 
hingegen l48t sich unabhangig von der Konzentration der Substanz und 
der Normalitaét der Titerlésung aufstellen. 

Noch eine wichtige Konsequenz ergibt sich fiir den Aquivalenzpunkt 
nach der alten Definition. Diese beruht auf der Voraussetzung, daB durch 
die Bedingung t = | fiir jede Saéure und Base eine ganz bestimmte [H’] 
gegeben sei. Der Aquivalenzpunkt wird daher samt dieser Voraussetzung 
hinfallig, wenn 8 nicht vernachlassigt werden darf, d. h. man kann dann 
iiberhaupt keinen fiir verschiedene Konzentrationen giiltigen Aquivalenz- 
punkt angeben. 

Das Gesagte soll am Beispiel des Glykokolls demonstriert werden. 
H. Lundén*) gibt die basische Dissoziationskonstante des Glykokolls fiir 
25° zu 2,60.10-!2 an. Ich habe nun fiir die Glykokollésungen, die in je 
100 cem Wasser der Reihe nach 1, 2, 5 und 10 Millimole der Aminosiure 
enthalten, berechnet, welche Menge n/10 Salzsiiure zugesetzt werden muB, 
damit die Wasserstoffionenkonzentration [H'] = 10-2 erreicht wird. 
(Dabei werden die zwei Annahmen gemacht, daB erstens die Spaltungs- 
konstante des Glykokolls gleich der oben angegebenen Dissoziations- 
konstanten sei, und daB zweitens die Salzsiéure vollstandig dissoziiert sei.) 
Die gefundenen Zahlen sind in folgender Ubersicht zusammengestellt : 


oi eae oe ee VS @ 5 2 1 
r in Kubikzentimeternn/10. 70 35 14 7 
¢ in Kubikzentimetern n/10. 88,89 50,0 26,67 18,89 
BA e's & oes « OC 1,0 1,333 1,889 


Fiir G = 5 Millimol wird gerade t= 1. Fiir diesen Fall ist also der 
gewihlite Titrationspunkt [H'] = 10-2 gerade der ,,Aquivalenzpunkt“. 
Man sieht jedoch, wie sehr sich t mit G andert. Dasselbe Bild wiirde sich 
ergeben, wenn man @ festhielte und das Volumen v variierte. Von einem 
allgemein giiltigen Aquivalenzpunkt kann also nicht die Rede sein. 

Die Bedeutung der #-Funktion fiir die Acidimetrie ist damit dargetan. 
Sie erméglicht es, auch in starker sauren oder alkalischen Lésungen acidi- 
metrische Untersuchungen anzustellen. Die Uberlegenheit der Anwendung 
von *# gegeniiber der von Tt wird besonders deutlich zutage treten, wenn 
zur graphischen Darstellung der Funktionen, zur Behandlung komplizierterer 
Falle geschritten wird, und vor allem, wenn die Verhaltnisse bei Gemischen 
untersucht werden. Die #-Funktionen liefern auch in den kompliziertesten 
Fallen klaren Uberblick, wahrend die t-Funktionen sehr bald uniiber- 
sichtlich und ganzlich unbrauchbar werden. 

Messungen S. P. L. Sérensens am Glykokoll. Eine Bestatigung fiir die 
dargestellte Auffassung iiber den Titerverbrauch liefert die Umrechnung 
einer von S. P. L. Sérensen*) am Glykokoll zu anderem Zwecke ausgefiihrten 
Reihe von Messungen. Diese zeichnen sich durch groBe Zuverlassigkeit 
aus. Aus Sérensens Zahlenangaben lassen sich fiir eine Reihe von [H’)- 
Werten die zugehérigen Werte von * berechnen. Es wurden Mischungen 
von n/10 Glykokollésung einerseits mit n/l0 HCl, andererseits mit 
n/10 NaOH hergestellt und die [H'] der Mischungen potentiometrisch 
bestimmt. Die folgende Tabelle gibt die Versuchsdaten und ihre Um- 

Im ersten Stabe der Tabelle ist die Zusammensetzung der 


1) H. Lundén, Affinitaétsmessungen an schwachen Séuren und Basen. 
Samml. chem. u. chem.-techn. Vortr., Stuttgart 1908. 
*) Diese Zeitschr. 21, 174. 
Biochemische Zeitschrift Band 147. 
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Mischungen in Kubikzentimetern n/10 Lésungen angegeben. Der zweite 
bringt unter py, den negativen Logarithmus der gemessenen [H’]. In der 
dritten Reihe ist die freie Titermenge s angegeben, die nach Gleichung (IV) 
berechnet ist. v ist immer 10 ccm, n ist '/,9. Die Werte fiir ? kénnen aus 
der letzten Messung jeder der beiden Mischungsserien entnommen werden, 
aus der Messung an reiner n/10 HCl und der an reiner n/10 NaOH. Bei 
100proz. Spaltung miiBten die reinen Titerlésungen die p,-Werte 1,00 
bzw. 13,14 besitzen (die Dissoziationskonstante des Wassers zu 14,14 an- 
genommen). Aus den gemessenen Werten py = 1,038 bzw. py = 13,066 
ergibt sich: 

log Jucq, = 1,00 — 1,038 — 0,038. 

log Jy, oH = 13,066 — 13,14 = — 0,074. 
Im vierten Stabe der Tabelle ist die gebundene Siure r verzeichnet. Sie 
ergibt sich als r = t — s. In der fiinften Reihe steht 8. Es ergibt sich als 
Quotient aus r und der in der ersten Reihe angegebenen Gesamtmenge G 
des Glykokolls. Die so gefundenen Werte von # wurden in die Gleichung (ITT) 
fiir den Spaltungsgrad eingesetzt und daraus k berechnet. Die gefundenen 
Werte fiir log k, und log kp sind in der sechsten Spalte der Tabelle angegeben. 
k, ist die Spaltungskonstante fiir die saure, k, die fiir die basische Gruppe 
des Glykokolls. Die Na’- bzw. Cl'-Konzentrationen sind zwar in den ver- 
schiedenen Mischungen verschieden. Es zeigt sich jedoch, daB dies hier 
nicht von groBer Bedeutung ist und das Bild nicht stért. 

Die k-Werte zeigen eine schéne Konstanz. Nur bei den Endgliedern 
der Mischungsserien treten gréBere Abweichungen auf. Dies ist jedoch 
nicht anders zu erwarten, die Abweichungen liegen samtlich innerhalb 
der Fehlergrenzen. 
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A. Glykokoll- Saeiievnitabictaen. 





10,0 Glykokoll + 0,0 HCl 61066 | 0 |0 {0 — 
9.9 ee a. oe 4,411 | 0,004 | 0,096 | 0,0097 0,26 
ees eo 3,991 | 0,011 | 0,239 0.0245 0,25 
9,5 ee; as 3,679 | 0,023 | 0,477 0,0502 0,26 
9,0 — | a | 3,341 0,050 | 0,950 0.1056} 0.27 
8,0 a Se 2,922 0,131 | 1,869 0,234 0,26 
7,0 a's ae | 2,607 0,270 | 2,730 0,390 0,28 
6,0 Ag oy, Ae 2,279 | 0,574 | 3,426 0,571 0,27 
5,0 :.. oe | 1,932 | 1,276 | 3,724 0,745 0,25 
4,0 aS | 1,645 | 2,472 | 3,528 0,882 0,38 
0,0 » +100 | 1038 10,00 | 0,000 '— — 
B. Glykokoll- Natronlaugemischungen. log ks + 10 
10,0 Glykokoll+ 0,0 NaOH | 6106); 0 |0 {0 | — 
9,9 ms + O01  ,, 7,809; 0 | 0,10 | 0,010 0,20 
975, + 025 ,, 8,237; 0 | 0,25 | 0,026 0,18 
9,5 + O05 ,, 8575 0 | 0,50 | 0,053 0,17 
9,0 3 +10 ,, 8,929 | 0,0007, 1,00 | 0.111 | 0,17 
8,0 ” +20 ,, 9,364 | 0,002 | 2,00 | 0,250 0,16 
7,0 “4 + 30 ,, | 9,714] 0,004 | 3,00 | 0,428 0,16 
6,0 a. +40 , 10, 140 | 0,012 | 3,99 | 0,665 0,16 
5,5 . +45 ,, 10,482 | 0,026 4,47 | 0,813 0,16 
5,1 . +49 ,, 11,067 | 0,101 | 4,80 | 0,941 0,15 
5,0 ° +50 ,, 11,305 | 0,174 | 4,83 0,964 0,14 
4,9 v1 +61 , 11,565 | 0,316 4,78 | 0,97 0,05 
0,0 i. +100, 13,066 | 10,000 0,00 | — | —_ 
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Die Versuchsreihe Sdrensens bestatigt nach dieser Umrechnung also 
die hier entwickelten Gesichtspunkte und Formeln. 

Die 8-Kurve. Es ist von Vorteil, die Abhangigkeit des molaren Binde- 
vermégens # von der Wasserstoffionenkonzentration graphisch darzustellen. 
Nach S. P. L. Sérensen') pflegt man mit den Logarithmen der Wasserstoff- 
ionenkonzentration zu _ rechnen. 
Man nennt den negativen Loga- 
rithmus von [H’] Wasserstoffzahl 
oder Wasserstoffstufe und _  be- 
zeichnet ihn mit py; entsprechend 
ist pou = —log[OH']. L. Mi- 
chaelis*) benutzt nach dem Muster 
Sérensens ebenfalls py als Abszisse 
fiir die graphische Darstellung von 
Dissoziationsverhaltnissen. Wir 
werden hier zur Darstellung der 
%+-Funktionen ebenso’ verfahren. 
Es wurde schon gesagt, da® fiir Abb.1. Die @Kurven der zwei einbasischen Siuren 
die einwertigen duren und Basen mit m= 6 und m =8. 

+ = vist. Die mathematische Form 

der ¥-Funktion ist der der einfachen «-Funktion genau nachgebildet. Das 
graphische Bild der #-Funktionen fiir einwertige Saéuren und Basen ist 
demnach das gleiche, wie das von Michaelis fiir den Dissoziationsgrad « 
gefundene. 

Ein ausgezeichneter Punkt der Kurve ist der, fiir den 9 = % wird. 
Nach Gleichung (III) ist fiir eine Saure: 

















0 y¥=>— 5 

[H"} 

1+ ys 
Fiir diesen Punkt also: 
I l (H’} _ 
ms (H’) >? 1+ k 2. 
who 
[fH ]}=k oder Pu = — logk. 


Michaelis zeigt, daB in diesem Punkte die Kurve ihre gréBte Neigung 
aufweist. Fiir eine einwertige Base wird ¢ = %, wenn [OH'] = k oder 
POH = — logk. 

Da gleicherweise fiir Siuren und Basen die Wasserstoffstufen als 
Bezugssystem benutzt werden sollen, mu8 poH durch pq ausgedriickt 
werden. Dies geschieht mit Hilfe der Gleichung fiir das Wassergleich- 
gewicht: 

(H’]. [OH’] = ky. (VI) 
kw ist von der Temperatur abhiingig. Meine Untersuchungen sind bei 18° 
ausgefiihrt. Nach Sdrensen ist fiir diese Temperatur k, = 10—'4/4. Also 
ist bei 18°: 

Pu = 14,14 — pou. 
Fiir Basen wird demnach 9 = \, fiir pq = log k — leg k,, 


1) Diese Zeitschr. 21, 138, 1909. 
2) le. 
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Die Abszisse dieses Punktes # % sei jeweils mit m bezeichnet. 
Es ist dann also 

fiir eine Séiure: m = — log k; 

- » Base: m= + logk — log ky. 
Die GréBen m geben einen gleichheitlicheren und iibersichtlicheren Auf- 
schlu8 iiber die Kurven der Sauren und Basen als die GréBen k. Mit ihrer 
Bedeutung werden wir uns noch spiter beschiftigen. 

Seit Sdrensen, der fand, daB sich die Versuchsdaten seiner Enzym- 
studien viel iibersichtlicher bei Verwendung von py als Abszisse darstellten, 
als bei Verwendung von [H’] direkt, hat sich diese Darstellungsweise all- 
gemein eingebiirgert. Die gebrauchlichen MeBmethoden erscheinen namlich 
viel besser der Bestimmung von py, als der von [H’'] angepaBt. Vor allem 
aber stellen sich die Spaltungs- bzw. Dissoziationsverhiltnisse allgemein 
viel einfacher dar, wenn man py, statt [H’] als BezugsgréBe wahlit. Eine 
exakte Begriindung dieser Tatsache ist mir in der Literatur nicht begegnet. 
In meiner Dissertation habe ich gezeigt, wie sich die Vorziige dieser loga- 
rithmischen Darstellungsweise aus der mathematischen Gestalt der 
Gleichung (III) herleiten. Hier sollen diese Vorziige nur kurz beschrieben 
werden. 

m gibt den Punkt der Kurve an, fiir den # = % wird. Dieser Kurven- 

unkt ist ein Symmetriepunkt. Er teilt die Kurve in zwei kongruente 

te. Man kann ihn deshalb als Mittelpunkt bezeichnen. Wenn man in 
Py Von m aus nach oben und nach unten um die gleiche Strecke weiter- 
schreitet, andert sich auch # um gleiche Betrige. Die hierdurch zum Aus- 
druck gebrachte Symmetrie der Kurve besagt, daB die Zahleinheiten des 
Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration auch fiir den Spaltungs- 
grad gleichwertige Schritte darstellen. Dies ist ein Hauptgrund fiir die 
Eignung des gewahliten Bezugssystems. 

Die #-Kurven zeigen noch eine wichtige Eigenschaft. Die Kurven fiir 
verschiedene Werte von & sind nimlich alle einander kongruent und nur 
in der Richtung der p,-Achse zueinander parallel verschoben. Der Ab- 
stand ihrer Mittelpunkte und ebenso der Abstand solcher Kurvenpunkte, 
die einem bestimmten %-Wert entsprechen, ist gleich der Differenz der 
Logarithmen der betreffenden k-Werte, 

naimlich log k, — log k, = m, — m,. 
Diese Differenz gibt also den Betrag an, um welchen die Kurven zueinander 
verschoben erscheinen. Die Kurven der einbasischen Sauren sind unter- 
einander parallel und verlaufen von links unten nach rechts oben, d. h. 
wichst mit steigendem p,. Die Kurven der einsaéurigen Basen sind ebenfalls 
unter sich parallel und verlaufen von links oben nach rechts unten. * fallt 
bei ihnen mit steigendem py. 

Alle diese einfachen Kurven kénnen mit einer einzigen Schabloné 
gezeichnet werden, wenn man nur je einen Punkt der Kurve kennt. Ist k 
bekannt, so kennt man auch m und damit diesen einen Kurvenpunkt. 

Der mittlere Teil der Kurve etwa von + = 0,2 bis + = 0,8 verlauft 
nahezu geradlinig und besitzt die gréBte Neigung zur Abszissenachse. 
Wiahrend 3 von 0,2 auf 0,8 wichst, andert sich py um 1,204. Nach beiden 
Seiten nimmt die Neigung der Kurve ab. Sie kriimmt sich, um sich 
asymptotisch den Geraden # = 0 und # = 1 zu nahern. 

% unterscheidet sich von 0 und | praktisch nur innerhalb einer be- 
schrinkten Zone, der ,,Pufferzone‘.. Nur innerhalb dieser Zone finden 
merkbare %-Anderungen und ,,Pufferwirkungen“ statt. 
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Der beschriebene einfache Kurventypus soll kurz als y-Kurve bezeichnet 
werden. 

Bestimmung der Spaltungskonstanten. Die ganze y-Kurve laBt sich 
also auf bequemste Weise zeichnen, wenn k und damit m bekannt ist. Zur 
Bestimmung von & kann die folgende einfache Methode dienen. Man mische 
eine bekannte Menge der betreffenden Saure oder Base mit einer gemessenen 
Menge Titerlésung, ¢, und bestimme py. ¢ mu8 nur von solcher GréBe sein, 
daB sich ein Punkt der Pufferzone einstellt. Nach Abzug von 8 
[Gleichung (IV)] erhaélt man r und ¢ = a" Aus Gleichung [III] be- 

, 
rechnet sich dann & als: 
H 
k a 
l 
OD] 
Fiir Basen ist in dieser Formel [OH'] statt [H’] zu setzen. 

Zum Zeichnen der Kurven braucht man nur die GréBe m. Man kann 

auch m direkt aus * und p, berechnen. Man erhalt aus obiger Formel: 


Fir eine Séure: m — py + log (5-1): (VIIa) 
Fiir eine Base: 1m = py —log (= —1). (VIIb) 


Es 148t sich zeigen, daB die Messungsfehler, mit denen *# behaftet ist, 
das Resultat am wenigsten beeinflussen, wenn # = % ist. Man wihlt 
deshalb im allgemeinen die Mengenverhiltnisse zur Bestimmung der Kon- 
stanten am giinstigsten so, daB ? ungefihr gleich % wird. 

Uber die Dissoziationskonstanten vieler Substanzen liegen in der 
Literatur Angaben vor. Eine zusammenfassende Abhandlung  iiber 
,Affinitatsmessungen an schwachen Saéuren und Basen“, die schon zitiert 
wurde, gibt H. Lundén. Er beschreibt dort die Anwendung verschiedener 
physiko-chemischer Methoden zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten 
und gibt Grenzen fiir die Anwendbarkeit der einzelnen Methoden an. Der 
Messung unterworfen werden dort entweder die Lésungen der freien Sub- 
stanzen oder die ihrer reinen Salze, die in der Lésung hydrolytische Spaltung 
erleiden. Nach unserer Bezeichnungsweise wird dort also entweder t = 0 
oder tT = 1 gewahit. Fiir das oben beschriebene Verfahren, das meines 
Wissens noch nirgends angegeben worden ist"), kénnen aber ganz beliebige 
Absittigungszustinde der betreffenden Substanz zur Messung heran- 
gezogen werden. Man kann dabei stets denjenigen Wert von * wihlen, 
der fiir die Genauigkeit der Bestimmung am giinstigsten ist. 

Die Brauchbarkeit der Gaskettenmessung zur Bestimmung von Kon- 
stanten erstreckt sich etwa iiber alle Konstanten, deren GréBe zwischen 10—! 





1) Anmerkung bei der Korrektur: Bei Durchsicht der unserem Institut 
von Herrn Prof. J. M. Kolthoff, Utrecht, liebenswiirdigerweise zur Ver- 
fiigung gestellten Sonderabdrucke seiner Veréffentlichungen fand ich jetzt, 
da8 er das Prinzip dieses Verfahrens ebenfalls schon angewandt hat. Es 
handelt sich um die in franzésischer Sprache abgefaBte Arbeit: ,,L’indication 
des fonctions acide et basique et leur détermination quantitative’. — 
Recueil des Travaux Chimiques des Pays-Bas 89, 673, 1920. 
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und 10-13 liegt. Und zwar kénnen diese alle, wenn keine besonderen 
Stérungen eintreten, mit ziemlich der gleichen Genauigkeit bestimmt 
werden. 


II. Mehrere saure oder basische Gruppen im Molekiil. 
Die einfache y-Gleichung gilt nur fiir einwertige Saéuren und Basen 
Fiir mehrwertige ist die Beziehung zwischen 9 und [H’] ebenfalls eindeutig, 
nimmt aber eine andere Gestalt an. 


Man kann die +-Kurven irgendwelcher Substanzen leicht empirisch 
ermitteln. Zu diesem Zwecke braucht man nur gemessene Mengen der 
betreffenden Substanz mit verschiedenen, gemessenen Mengen Titerlisung 
zu versetzeh und py zu messen. Man berechnet wie sonst #. Tragt man fiir 
eine geniigende Anzahl von p,,-Werten die zugehérigen 9-Werte in ein 
Koordinatensystem ein, so kann man die gewonnenen Punkte zur Kurve 
erganzen. 

Michaelis (|. c.) stellt Dissoziationsgrade auch fiir die mehrbasischen 

; j s” ' ; 

Sauren auf, némlich «e, — = und «, = @ Er leitet deren Beziehung 
zu [H'], wieder unter Vernachlassigung der Salzassoziation, ab. Er stellt 

‘ , et oe H,8 
auch die Beziehung des Verhiltnisses — a? 
7 
nennt, zu [H’] fest. Er leitet diese «- und 0-Funktionen auch fiir den ein- 
fachen Ampholyten ab. 


Die Begriffe und Ergebnisse, die bei der Betrachtung der einwertigen 
Saéuren und Basen gewonnen wurden, erméglichen nun auch die Auf- 
stellung der 4-Funktionen komplizierterer Substanzen. Ihre Ableitungen, 
die in der Dissertation systematisch durchgefiihrt sind, sollen hier nur 
angedeutet werden. 


Die zweibasische Sdure. Es wird dort zuerst die 4-Funktion der zwei- 
basischen Siure abgeleitet. Hierbei sind zwei Fille zu unterscheiden; 
der einfachere einer symmetrischen und der einer unsymmetrischen zwei- 
basischen Saéure. Unter einer symmetrischen zweibasischen Saure wird eine 
solche verstanden, deren beide saure Gruppen vollstandig gleichwertig 
sind, im Molekiil die gleiche Stellung aufweisen. Dies ist z. B. bei der Oxal- 
séiure und der Bernsteinsiéure der Fall. Unsymmetrisch ist beispielsweise 
die Asparaginsaéure, bei welcher die der Aminogruppe benachbarte COO H- 
Gruppe von der anderen unterschieden werden muB. 


das er den Dissoziationsrest 0 


Fiir den spezielleren Fall der symmetrischen Siaure gilt folgendes= 
Reaktionsschema: 


lLH,S —=4aHS +H. 2. HS' + Na’ — HSNa. 
a ee... 2 #. 2-B 4.8" +Na’ — NaS’. 
5. HSNa — NaS'+ H’. 6. NaS’+ Na’ — Na,S. 


Fiir den Fall der unsymmetrischen Siaure ist die Zahl der Molekilarten 
gréBer und der Mechanismus der ineinandergreifenden Reaktionen kom- 
plizierter. Es mu8 da z. B. zwischen zwei verschiedenen Molekiilarten HS’ 
unterschieden werden, ebenso zwischen zwei Arten HSNa und NaS’. 
Die Ableitungen werden zunichst fiir die symmetrische Saure durchgefiihrt. 
Dann wird nachgewiesen, daB die Ergebnisse unverandert auch fiir die 
unsymmetrische Séure Giiltigkeit besitzen. 
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Es wird gezeigt, daB sich die simtlichen fiir die zweibasische Saure in 
Betracht kommenden Reaktionen exakt in zwei ,,Spaltungsgleichgewichten“ 
zusammenfassen lassen. Diese werden formuliert als: 


1. H,S = H' +0, bew. (H’} . (01) S.. 


[H,S) 
. ‘ , H’}.[(U, 
20, =H+0, bew. ! on ky. 


U, ist der ,,einwertig abgespaltene“, U, der .,zweiwertig abgespaltene“ 
Anteil der Saure. 

Sodann werden fiir die zweiwertige Siaure zwei ,,Spaltungsgrade“ 
aufgestellt, einer fiir den einwertig und einer fiir den zweiwertig auftretenden 
Anteil der Saure: 


Es ist weiterhin * = y, + 2 ¥,, woraus sich schlieBlich die Gleichung 

ergibt: 
(H"}k, + 2k, ky , 
~ kyka + (HJR, + (HP sas 

Fiir die zweibasische Saure ist also ¢ durch [H'] und jetzt zwei Spaltungs- 
konstanten eindeutig bestimmt. Es variiert zwischen den Werten 0 und 2. 

Die Gestalt der Kurve zu Gleichung (VIII) ist abhangig von dem Ver- 
haltnis der beiden Konstanten k, : ky. 

Bei einwertigen Saéuren und Basen berechneten wir die GréBe m 
nach den Formeln: 

fiir Sauren m = — log k, 
fiir Basen m = + logk — log ky. 

Nach den gleichen Formeln kann man bei mehrwertigen Séuren und Basen 
ebenfalls m-Werte berechnen, iiber deren eigentlichen Sinn spater noch 
gesprochen werden wird. Man kann nun sagen, daB die Gestalt der Kurven 
von der Differenz m, — m, abhangt. 

Zunichst sei m, — m, groB, etwa gleich 5. Dann verlaiuft mit wachsendem 
Py Zunachst die einwertige Spaltung praktisch vollstandig, bevor die zwei- 
wertige einsetzt. Man kann leicht zeigen, daB sich Gleichung (VIII) fiir 
diesen Teil der Kurve vereinfacht zu der einfachen alten Gleichung (III): 

1 


e=y= ——— 
(H") 

1+ i 

Wachst p,, weiter, dann beginnt spiater erst die Abspaltung des zweiwertigen 

Anteiis. Weil dann die erste Spaltung bereits praktisch vollstandig geworden 

ist, geschieht auch diese zweite Spaltung nach derselben einfachen Gleichung. 

Man kann dies auch aus Gleichung (VIII) an Hand von Zahlenbeispielen 

ersehen. 

Wenn die zwei Konstanten sehr verschieden voneinander sind, besteht 
also die +-Kurve der zweibasischen Séure aus zwei aufeinanderfolgenden 
einfachen ¥-Kurven, die sich mit der alten Schablone zeichnen lassen 
(Abb. 2a). Die Mittelpunkte der beiden Kurventeile ergeben sich, wie friiher, 
als m, = — log k, und m, = — logk,. Zwischen den beiden Teilen der 
Kurve befindet sich eine Kurvenstrecke, die praktisch parallel zur py,-Achse 
verlauft und sich der Geraden * = 1 eng anlegt. 
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Wahlt man nun andere zweibasische Sauren, bei denen der Reihe nach 
das Verhialtnis k,: k, immer kleiner wird, so riicken die beiden Halften der 
Kurve immer naher zusammen, bis sie miteinander verschmelzen (Abb. 2b). 
Dabei wird, von den mittleren, aneinander anstoBenden Teilen anfangend, 
nach auBen fortschreitend, die Gestalt der einfachen y-Kurve verindert, 
so daB die Schablone nicht mehr auf sie paBt. 





Te@crwewteVteewrwe eye se 


Abb. 2a. Abb. 2b. 


Man kann leicht ausrechnen, fiir welchen p,-Bereich die Spaltung einer 
sauren Gruppe ins Gewicht fallt fiir den Verlauf der Abspaltung einer 
schwacheren oder stirkeren sauren Gruppe des gleichen Molekiils. Diese 
Betrachtung ist von Bedeutung fiir das Zeichnen der Kurven und fiir die 
Bestimmung der Konstanten. 

Es sei einmal angenommen, solche GréBen diirften vernachlissigt 
werden, die * um weniger als 0,001, d. i. 1 Prom. verindern. Man kann 
die Grenze natiirlich nach Belieben auch anders ziehen. Irgend eine Spaltung 
kann dann also als praktisch noch nicht eingetreten bzw. als praktisch 
volistandig angesehen werden, wenn fiir sie 


——e- < 0,001 baw. — = > 0,999. 


Dies ist der Fall fiir: 
Py < —logk—3 und py> — logk + 3; 
oder 
Py<m— 3 und py >m + 3. 
Zusammenfassend kann man sagen, daB die betreffende Spaltung 
nicht vernachlassigt werden darf, wenn sich py innerhalb folgender Grenzen 
bewegt: 


m—3<py<m + 3. 
Wahit man als Genauigkeitsgrenze 1 Proz. statt 1 Prom., so wird hieraus: 
: m—2<Py<m + 2. 


Es sei z. B. die Kurve fiir die Siiure zu zeichnen, deren m-Werte m, = 6 
und m, = 9 betragen. Es soll entschieden werden, wie weit die Schablone 
der einfachen ¥-Kurve benutzt werden kann. Fiir pg = 9 — 2 = 7 wird 
nach dem obigen durch die zweite Spaltung 1 Proz. von ¥, erfaBt. y, ware 
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fiir dieses py nach der einfachen ¥-Gleichung (III) etwa 0,9. Dieser Wert 
0,9 ware also um 0,009 zu hoch. Wiirde diese Genauigkeit — auf 0,9 Proz. — 
geniigen, so diirfte man also die +-Kurve bis zu Py = 7 und ebenso wieder 
von Py = 6 + 2 = 8 an mit der Schablone zeichnen; also nur nicht zwischen 
Py = 7 und py = 8. Wird gréBere Genauigkeit gewiinscht, so l4Bt sich 
diese Betrachtung leicht auch auf andere Werte ausdehnen. 

Man kann sagen, da8 sich die beiden Teile der Kurve bzw. die beiden 
aufeinanderfolgenden Spaltungen gegenseitig nicht beeinflussen, wenn etwa 
ms, — m, groBer ist als 4. 

Die Bestimmung der beiden Konstanten einer zweibasischen Siure 
kann auf verschiedene Weise geschehen. Man kann, wie bei der einbasischen 
Saure, bei beliebigem # die [H’] bestimmen. Nur mu8 man jetzt zwei 
Messungen vornehmen, weil fiir die zwei Unbekannten k, und k, zwei Be- 
stimmungsgleichungen nétig sind. Man wird + einmal etwa = % und dann 
etwa = °/, waihlen. Durch Ejinsetzen der beobachteten Werte fiir * und 
Py in Gleichung (VIII) erhaélt man die beiden Bestimmungsgleichungen, 
Einfacher gestaltet sich die Rechnung, wenn man zur Bestimmung jeder 
der Konstanten eine Steile der Kurve wihlen kann, an welcher der Einflu8 
keiner anderen Konstanten ins Gewicht fallt. Man kann dann zur Er- 
mitthang jeder der Konstanten einfach Gleichung (III) anwenden, wobei 
jeweils eine Messung geniigt. 


Mehrbasische Sduren kénnen ganz entsprechend wie die zweibasischen 
behandelt werden. Auch hier kénnen die Konstanten der einzelnen sauren 
Gruppen mehr oder weniger voneinander verschieden, sein, und dem- 
entsprechend kénnen Teile der #-Kurve wieder der einfachen  -Kurve 
entnommen sein oder die Kurventeile fiir verschiedene Gruppen miteinander 
verschmelzen. Fiir Kurventeile, die auBerhalb des EinfluBbereiches der 
Nachbargruppen liegen, kann die Saéure wieder wie eine einbasische be- 
handelt werden. Bei der Phosphorséure z. B. liegen die Konstanten fiir 
die drei verschiedenen Spaltungen so weit auseinander, daB sich jede ihrer 
drei sauren Gruppen wie eine einbasische Saure behandeln JéBt. Fiir die 
Eiwei8kérper hingegen werden sich Kurven ergeben, die durch Verschmelzung 
vieler Spaltungsarten entstehen. 

Das Verhalten mehrwertiger Basen entspricht selbstverstandlich genau 
dem der mehrwertigen Sauren. 


Der Ampholyt. Nachdem nun die #-Funktionen fiir jene Substanzen 
formuliert sind, die mehrere saure oder mehrere basische Gruppen im 
Molekiil haben, bleiben noch jene Substanzen iibrig, die im Molekiil gleich- 
zeitig saure und basische Gruppen aufweisen. Fiir einen derartigen Kérper 
gebraucht man die Bezeichnung: ,,Ampholyt“. 

Als einfachstes Beispiel wird zunichst der ,,zweiwertige’’ Ampholyt 
betrachtet, der nur je eine saure und basische Gruppe besitzt. Er sei durch 
die Formel HAOH angedeutet. Die Gleichgewichte zwischen folgenden 
Molekiilarten sind zu beriicksichtigen: HAOQH, AOH', HA’, ‘A’, NaAOH, 
HAC, ACI’, NaA’, H’, OH’, H,O, NaOH, HCl, Na’, Cl’, NaCl. Das 
ganze System |aBt sich wieder zu zwei Spaltungsgleichgewichten zusammen- 
fassen : 

(H") . (U) 
(A) k,. 
2.4 — W+OH’ bzw. a re - 


ao a |e, 
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Hierbei gibt U den alkalibindenden Anteil, W den s&urebindenden Ante)! 
und A den weder Saéure noch Alkali bindenden Anteil an. 

k, ist fiir gleichbleibendes [Cl’] konstant, wie bei Basen allgemein, 
k, fiir gleichbleibendes [Na’], wie bei Sauren allgemein. Praktisch ver- 
ursacht das keine Schwierigkeit, weil in Gebieten, in denen [Na] von 
Bedeutung ist, [Cl'] gar keine Rolle spielt und umgekehrt. 

Es werden wieder zwei Spaltungsgrade 


“? Rabe 
n=Gq wdn=%G 


abgeleitet und mit deren Hilfe dann +. Hier mu8 nun unterschieden werden 
zwischen gebundener Siéure und gebundener Lauge, zwischen dem molaren 
Bindevermégen fiir Titersiure 4c; und dem molaren Bindevermégen fiir 
Titerlauge #nzon. Es ergibt sich dann 
8c, = Yi — ¥2 UNC DoH = ¥2—-7r 

und schlieBlich 
_, __(H}4,—(0H}k, 

~ (H')k, + &, + (OH’)k, 


Der isoelektrische Punkt. Ein besonderer Punkt dieser Funktion ist der, 
fiir den ¥, = ¥, wird, also # = 0. Dies ist der ,,isoelektrische Punkt* 
Fiir ihn gilt also 


0 = (TX) 


[H}k,—[OH}k, _ 
(Hk, +k, +(OH']k,  ° 


oder 

[H’]k, —[(OH’]k, = 0, 
oder schlieBlich 

k 
» a 2 
(H ] _ ky w* 

Ist ¢ die Wasserstoffzahl des isoelektrischen Punktes, so kann man auch 
schreiben: 


i= %(m, + my). 


Michaelis kommt zu einer entsprechenden Bedingung fiir den iso- 
elektrischen Punkt, indem er das Maximum seiner Dissoziationsrestfunktion 
durch Differentiation ableitet. 


Die Gestait der Kurve zu Gleichung (IX). Zur graphischen Darstellung 
der #-Funktion eines Ampholyten kann ganz wie bisher verfahren werden. 
Wir behandeln also auch weiterhin jeden Titerverbrauch als positive GréBe 
und tragen dementsprechend jedes molare Saure- oder Alkalibindevermégen 
‘als positive Ordinate ein. Der isoelektrische Punkt i der Kurve liegt dann 
auf der Abszissenachse; denn fiir ihn ist # = 0. Rechts und links von 
steigt die Kurve an. Die Teile der Kurve links von ¢, also die fiir kleineres 
Py geben Saurebindungsvermégen an, die rechts von é liegenden Teile 
Alkalibindevermégen. 

Die Gestalt der Kurve hangt, wie bei der zweibasischen Saure, von der 
GréBe der Konstanten ab, und zwar diesmal von ihrem Produkte k,.k,. 
Wenn k,k, klein genug ist, verlaufen die beiden Spaltungen nacheinander, 
ohne sich gegenseitig zu beeintrichtigen, jede nach der einfachen 
Gleichung (ITT). 

Wenn man aus den beiden Konstanten die beiden GréBen m, und m, 
so ausrechnet, wie dies fiir die einwertigen Séuren und Basen angegeben 
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wurde, so ist die Differenz m, — m, wieder, genau wie bei der zweibasischen 
Saure, fiir die Gestalt der -Kurve maBSgebend. 

Die beiden Halften der Ampholytkurve gleichen wieder genau der 
einfachen y-Kurve, wenn etwa m, — m,> 4. Ein Beispiel fiir einen der- 
artigen Ampholyten bildet 
das Glykokoll. Seine Kurve, rm 
Abb. 3, ist aus den ?-Werten +——+ } 
der schon mitgeteilten Tabelle 
iiber die Versuchsreihe Sdren- —" 
sens gezeichnet. 

Ist m, — m, < 4, so weicht 
der Verlauf der beiden Kurven- 
halften von dem _ einfacher 
y-Kurven ab, und zwar am 
ersten und meisten dort, wo 
sie miteinander  verkniipft 
sind, in der Mitte der Gesamt- 
kurve. Dies spielt wieder eine 
Rolle bei der Bestimmung der 
Konstanten und der Kon- 
struktion der Kurven. Die 
Betrachtungen, die iiber das 
Verschmelzen der Kurvenziige 
zweier saurer Gruppen gefiihrt 
wurde, lassen sich unverandert 
auf das Ineinandergreifen einer 
sauren und einer basischen 
Gruppe iibertragen. Beispiele 
fiir diesen Fall liefern die Aspa- Abb. 4. Kurve der Asparaginsaure. 


raginsiure und die Glutamin- Sie gibt links vom isoelektrischen Punkt i H Cl-Binde- 
siure (Abb. 4) vermégen, rechts davon NaOH-Bindevermégen an. 


Einfiihrung von Vorzeichen. Ein Riickblick auf die seither behandelten 
#-Funktionen besagt folgendes: Abgesehen davon, da sich alle $-Kurven 
empirisch feststellen lassen, konnten wir rechnerisch verfolgen die der 
einwertigen Saéuren und Basen und die aller méglichen Kombinationen von 
zwei sauren oder basischen Gruppen. Kommt eine dritte saure oder basische 
Gruppe hinzu, so bleibt die rechnerische Behandlung die gleiche und ebenso 
gut durchfiihrbar wie zuvor. Liegt die Wirkungszone, die der dritten Gruppe 
zukommt, in der p,-Leiter auBerhalb der der beiden ersten, so l4Bt sich 
diese dritte Wertigkeit selbstandig, wie eine einwertige Saiure oder Base 
behandeln. Greifen die Wirkungsbereiche zweier Gruppen ineinander, 
so l46t sich fiir das betreffende p,,-Gebiet Gleichung (VIII) oder (IX) 
anwenden. Steht eine p,-Zone unter dem Einflu8 der drei Spaltungsarten 
gleichzeitig, so 14Bt sich die Beziehung zwischen # und [H'] ganz analog zu 
den friiheren Fallen ableiten. Hierauf soll hier nicht naiher eingegangen 
werden. 

Es bietet keine Schwierigkeiten, die ¢-Funktion auch fiir eine gréBere 
Anzahl von Wertigkeiten aufzustellen. Alle méglichen Kombinationen von 
sauren und basischen Gruppen in einem Molekiil erscheinen demnach als 
Glieder einer groBen Reihe, die sich alle nach dem gleichen mathematischen 
Schema beherrschen lassen. Fiir alle Glieder dieser Reihe méchte ich, 
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um eine einfachere Ausdrucksweise zu erméglichen, den gemeinsamen 
Namen ,,Acidolyt*’ vorschlagen. Die Analogie zu den Wortbildungen 
»Elektrolyt und ,,Ampholyt“ liegt auf der Hand. 

Es ist eine noch einheitlichere und konsequentere Fassung des Systems 
der Acidolyte als die bis jetzt entwickelte méglich. Fiir den Ampholyten 
ergab sich das NaOH-Bindevermégen als 9y,oH = 7. — ¥;, das HCl- 
Bindevermégen als 4c) = ¥; — ¥2. Die beiden Ausdriicke unterscheiden 
sich nur durch Vorzeichenumkehrung. Dieses Verhalten des mathematischen 
Ausdrucks der #-Funktion liegt in ihrer Natur begriindet. In der Tat haben 
in der Acidimetrie HCl und NaOH die Bedeutung gleichwertiger GréBen 
mit umgekehrtem Vorzeichen. Aquivalente Mengen davon heben gegen- 
seitig ihre Wirkung auf, vernichten sich wie + a und — a. Sauren wie 
Basen lassen sich nach zwei Richtungen titrieren. Es ist bekannt, daS 
man primaéres Phosphat unter Umwandlung in sekundiéres mit Phenol- 
phthalein und Natronlauge titrieren kann, und ebenso sekundares Phosphat 
unter Umwandlung in primares mit Methylorange und Salzsiure. Das 
salzsaure Salz einer schwachen Base ]4Bt sich wie eine Saéure mit Natron- 
lauge titrieren, das Natriumsalz einer schwachen Saéure wie eine Base mit 
Salzsiure. H’-Abspaltung und OH’-Anlagerung sind acidimetrisch véllig 
gleichwertig, ebenso H’-Anlagerung und OH’-Abspaltung. Die beiden 
ersteren unterscheiden sich von den beiden letzteren nur durch Richtungs- 
oder Vorzeichenverschiedenheit. 

Gleichung (V) stellte fiir den Titerverbrauch folgende Beziehung auf: 

t=r+és4. 
Die GréBen dieser Gleichung stellten bald Lauge, bald Séure vor. Wenn 
jetzt positives ¢ und r nur Natronlaugemengen, negatives ¢ und r Salzsaure- 
mengen angeben, so ist s fiir saure Lésungen, also bei H’-UberschuB, 
immer eine negative GréBe und fiir alkalische Lésungen, alsc bei OH’- 
Uberschu8, eine positive GréBe. Es gilt dann in obiger Gleichung fiir 
alle Faille das Minuszeichen: 

t=r—s. (V’) 

Wir haben bei Sauren, Basen und Ampholyten schon viele Uber- 
einstimmungen gefunden. Die gebliebenen Unterschiede in den Formel- 
bildern beruhen auf der Gegensatzlichkeit der H’- und OH’-Abspaltung, 
der dem System zugrunde liegenden Hauptelemente. Auch die gebliebenen 
Unterschiede verschwinden, wenn wir diese zwei Grundelemente des Systems 
auf das eine der hin- und riicklaufigen H’-Abspaltung beziehen, wenn wir im 
obigen Sinne Vorzeichen einfiihrens Man kénnte ebensogut alles auf die 
OH’-Abspaltung beziehen. Der wichtigste Schritt in diesem Sinne ist fiir 
die graphische Darstellung bereits vollzogen worden durch die Wahl der 
Py Leiter als gemeinsames Bezugssystem fiir Sauren und Basen. 

Dies soll nun auch in der rechnerischen Behandlung der Funktionen 
durchgefiihrt werden. Man driickt zu diesem Zwecke in den Gleichungen 
der Basen mit Hilfe des Wassergleichgewichtes (VI) [OH’] durch [H’] aus. 
Die allgemeine Spaltungsgleichung einer einséurigen Base lautet: 


([B).(OH’] = k, .[BOH). 
k 
Setzt man nun [OH’] Hy)’ so folgt: 


[H].[BOH) _ *e 
[B] — & 
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Hiermit ist die Gleichung der Base auf die Form der allgemeinen Spaltungs- 
gleichung der einbasischen Saure gebracht, deren Schema lautet: 


(H") . [X] 
’ ; k. 
(¥] 
Denn i ist eine Konstante von der Art der iibrigen Spaltungskonstanten. 


b 

Bei dieser Darstellungsweise verlieren die Kurven der einwertigen 
Sauren und Basen ihre friihere Richtungsverschiedenheit. 

Definition von m. Man erkennt nun noch ein weiteres. Der Logarithmus 
dieser Konstanten iz ist naémlich gleich log k, —logk,. Kehrt man das 
Vorzeichen dieses Ausdruckes um, so erhalt man jenen Ausdruck, der sich 
bei Basen fiir die GréBe m ergeben hat. m kann jetzt also folgendermaBen 
definiert werden: m ist der negative Logarithmus, der auf die Wassersto/f- 
tonenabspaltung bezogenen Spaltungskonstanten irgend einer sauren oder 
basischen Gruppe. 

Der zugehérige Numerus, also die Konstante selbst, soll mit M 
bezeichnet werden. 

Die gegebene Definition ]4Bt es nun auch einleuchtend erscheinen, da 
sich mittels der GréBen m ganz gleichartige Angaben iiber die Kurven 
verschiedenartiger Acidolyten machen lassen, im Gegensatz zu denGréBen k. 
die ja teils auf die H’-, teils auf die OH’-Abspaltung bezogen sind. 

Allgemeine Formulierung der +-Funktion. Die seither benutzte Ampholyt- 
kurve ist eigentlich keine einheitliche Kurve. Sie stellt links und rechts 
vom isoelektrischen Punkt eigentlich zwei verschiedene Dinge dar, naimlich 
Syc, und IngoH- Sie weist dementsprechend im isoelektrischen Punkt eine 
Unstetigkeit auf, die sich bei kleinem m, — m, zur scharfen Spitze gestaltet. 
Die regelrechte Auswertung der Gleichung (IX) ergibt dagegen eine stetige 
Kurve. Nur erhalt man dabei auf der einen Seite des isoelektrischen Punktes 
positive, auf der anderen Seite negative Werte von +. Die Kurve steigt 
oder fallt standig und wird von der Abszissenachse im isoelektrischen Punkt 
geschnitten (siehe Hauptkurvenblatt, Abb. 6). Sie gleicht dann der in der 
Richtung der Ordinatenachse um # = | nach unten verschobenen Kurve 
einer zweibasischen Saéure. Dies entspricht dem tatsichlichen Verhalten 
des Ampholyten bei der Titration. Es liege z. B. in der Lésung das primire 
Na-Salz der Asparaginséure vor. LaSt man HC]! zuflieBen, so wird zuerst 
die Spaltung der ersten Carboxylgruppe zuriickgedrangt und dann von der 
Aminogruppe OH’ abgespalten. Die beiden Vorginge verbrauchen HCl, 
sie greifen kontinuierlich ineinander, addieren sich, eine Trennungslinie 
zwischen ihnen 1]46t sich nicht erkennen. 

Die Kurven von Ampholyt und zweibasischer Saéure nehmen also 
jetzt die gleiche Gestalt an. Dasselbe werden wir jetzt an der mathematischen 
Form der #-Funktion beobachten. Die Reaktionen der zweibasischen Saure 
waren zusammengefaBt worden in den beiden Spaltungsgleichgewichten: 

1. H,S — H+ 0. 2. U0, = H+ 0,. 
Die Reaktionen des Ampholyten waren zusammengefaBt worden zu: 
1 W+OH’ — A. 2A = H+ UO. 
Die erste Spaltungsgleichung fiir den Ampholyten, fiir welche 
[W].(OH) 


[A ] -_ b 
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gilt, 14Bt sich ebenso umformen, wie dies oben fiir die Spaltungsgleichung 
einer einwertigen Base geschehen ist. Man erhialt dann: 
(H'].[A]_ &, 
(W) ¥ 
Man schreibe jetzt in den Gleichungen der zweibasischen Saure fiir 
H,S, U, und U, der Reihe nach die Buchstaben X, Y und Z und an Stelle 
der Bezeichnungen W, A und U in den Gleichungen des Ampholyten 
schreibe man ebenfalls der Reihe nach X, Y und Z. Dann erhialt man ge- 
meinsam fiir die beiden Acidolyte: 


1. ee NM. ter. JS T+ FY. 
2. ae = M, bow. Y = H'+Z. 


Damit sind die Spaltungsgleichungen des Ampholyten auf die Form 
derjenigen der zweibasischen Siiure gebracht. Das Umgekehrte wire 
ebensogut méglich gewesen. Wir wollen jedoch hierbei bleiben und uns 
auch die Spaltungsgleichungen der zweiséurigen Basen auf die nimliche 
Form gebracht denken. Dies kann ohne weiteres nach dem gleichen Schema 
geschehen. Es braucht daher wohl auch nicht naher ausgefiihrt zu werden, 
daB die Kurve der zweiwertigen Base bei konsequenter Vorzeichensetzung 
zu der um zwei Einheiten nach unten verschobenen Kurve der zweiwertigen 
Saure wird. 

Nun soll die allgemeine $-Funktion zunichst fiir alle zweiwertigen 
Acidolyte aufgestellt werden. Als allgemeines Schema fiir die beiden 
Spaltungen diirfen wir jetzt schreiben: 

1lA=H+B8B bew. [H)].(B) = M,. [A]. 
2Bm™H+C bzw. [H)].(C] = M,.[B], wobei 

Ist nun auBerdem: 

4. » A y - B % = Cc 
ot «Tre G’ 72 G’ ve. > eee 
so folgt noch: 
5. tt Ys = |. 
G 


A B Cc 
denn + 72+%3 = @tarte ae nach 3. 


Die Spaltungskonstanten der beiden Reaktionen 1. und 2. sind M, 
und M,. Diese beiden Werte kénnen einer zweibasischen Saéure, einem 
Ampholyten oder einer zweisiurigen Base angehéren. Nach friiheren 
Uberlegungen ist das molare Bindevermiégen — positive + -Werte geben jetzt 
NaOH-Bindevermégen an, negative #-Werte HCl-Bindevermégen — 


fiir die zweibasische Sféure .. 6. ds = +%2+2 3 
fiir den Ampholyten 7.0 =— WA + Ys» 
fiir die zweisfurige Base ... 8. #) = —2y,;—/)> 


Aus 6., 7. und 8. ergibt sich durch Subtraktion: 


99 —Ba = M+ Yet Ys = 1 [s. Gleichung (5)], 
10. Ja — J = Wort Yer ~= 4 
ll. 8 —& = 2¥,+2¥,.+2y; = 2. 
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Das besagt, daB, wie schon das graphische Bild gezeigt hatte, die #-Funktion 
eines Ampholyten sich von der einer zweibasischen Saéure mit den gleichen 
M-Werten nur dadurch unterscheidet, daB alle #-Werte um eine Einheit 
niedriger sind. Die #-Werte der entsprechenden zweiséurigen Base mit den 
gleichen M -Werten sind um eine Einheit kleiner als die des Ampholyten, 
um zwei Einheiten kleiner als die der zweibasischen Saéure. 

Die Gestalt der Kurve, die relativen Anderungen in , sind die gleichen 
fiir alle diese drei Acidolyte. Die absoluten #-Betrige fiir bestimmte 
Py -Werte sind um eine oder zwei Einheiten verschieden. Fiir die Acidimetrie 
sind in erster Linie die zu bestimmten p,-Anderungen gehérigen -Anderungen 
von Interesse, also die Gestalt der Kurve, die fiir alle drei Fille gemeinsam ist. 

Wir wollen diesen Gedankengang noch kurz allgemein fiir einen 
n-wertigen Acidolyten formulieren. Der n-wertige Acidolyt hat zusammen 


n-saure und basische Gruppen. Das Schema seiner Spaltungen lautet: 
A =~ H-+B, 


B= 2B +, 


7 — & +2, 
wobei stets: G=A+B+C+-:---4+ ¥+Z. 
Ist nun auBerdem: 


A B C Z 
= Yu de 72 ie Ys G Yn? 
so folgt noch: 
Yt+Vet¥s°** +%, = 1 
Die 7-Werte lassen sich nach friiherem Muster gewinnen. Die #-Funktion 


ergibt sich dann schlieBlich als: 
8= vet 273+ 387+ --- + (M—Dy,—2(n tet 72 +°* Yn) (X) 


wo x angibt, wie viele von den n-Gruppen basisch sind. 


III. Die acidimetrische Titration. 


Wir haben uns iiber die Eigenschaften der *-Funktion unterrichtet. 
Jetzt soll ihre Anwendung auf die Acidimetrie besprochen werden. Diese 
beruht auf der Messung jener Titermenge, die dazu nétig ist, bestimmte 
Py-Anderungen in der Lésung der fraglichen Substanzen hervorzurufen. 
Zur Verfolgung der p,-Anderungen kénnen verschiedene Methoden dienen. 
Am bequemsten ist das iibliche Titrieren mit Indikatoren. Ich spreche 
deshalb einfach von ,,Titrationen‘*. Nachfolgende Betrachtungen gelten 
jedoch auch bei Anwendung anderer Methoden. 

Titration einer einzelnen Substanz. Die Betrachtung der einfachen 
y-Kurve lehrt, da8 die Aufspaltung einer sauren oder basischen Gruppe 
bzw. deren Zuriickdrangung in praktischer Vollstandigkeit stets innerhalb 
eines bestimmten p,,-Intervalls, ihrer ,,Pufferzone™, stattfindet. Die 
Py-Anderung z. B., die stattfinden mu8, um die lproz. Aufspaltung einer 
einwertigen Saure oder Base in die 99proz. iiberzufiihren, betragt stets 
vier Einheiten in py. Bei mehrwertigen Acidolyten sind die Verhaltnisse 
ahnlich und lassen sich leicht aus ihrer Kurve erkennen. Es wurde schon 
davon gesprochen, da8 die Titrationen nach zwei Richtungen hin erfolgen 
kénnen, d. h., daB die Pufferzone von ihren beiden Enden her durchlaufen 
werden kann. Titriert man irgend eine einwertige Saéure oder Base iiber 
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ihre Pufferzone hinweg, so wird eine Titermenge r gebunden, die ihrer Menge ( 
aquivalent ist. Eine etwa vorher in der Lésung vorhandene beliebig: 
Menge freier Mineralséure oder Alkalilauge stért dabei gar nicht. Stérend 
wirkt nur die Gegenwart solcher Acidolyte, deren Pufferzone in den gleiche: 
Bereich fallt. So vermag die Kohlensdure in vielen Fallen stérend zu wirken. 
In diesem Faile ist jedoch leicht dadurch abzuhelfen, daB man die Lésung 
erst salzsauer macht und kocht. Danach kann man ja wieder auf jede- 
gewiinschte p, einstellen. 

Titrationspunkte. Es ist aber nicht erforderlich, iiber die ganze Puffer- 
zone hinweg zu titrieren. Es liege als Beispiel ein einwertiger Acidolyt vor, 
fiir den m = 8 ist (siehe Abb. 1). 

Wir nehmen als ersten Titrationspunkt die Stufe 7. Die ¢-Kurve gibt 
fiir py, = 7 den >-Wert +, = 0,09 an. Als zweiten Titrationspunkt wahlen 
wir Stufe 8,5. Hierfiir lesen wir ab: +, = 0,76. Bei Titration von py = 7 
auf py, = 8,5 betragt die Anderung in #, sie sei mit x bezeichnet, z = 9, —%, 
= 0,67. War dabei der Titerverbrauch r, so ist r = 0,67.G4 = 2.G. Und 
man findet die gesuchte Menge des Acidolyten als: 

r 
o= of 

Man kann also jetz beliebige py-Werte als Titrationspunkte verwenden. 

Es sind nicht alle Punkte der Kurve gleich gut als Titrationspunkte 
geeignet. MaBgebend hierfiir ist die Neigung der betreffenden Kurven 
stelle gegen die Abszissenachse. Der mittlere Teil der einfachen y-Kurve ist 
der steilste. 

Die p,,-Bestimmung ist nur mit einer beschriankten Genauigkeit méglich, 
potentiometrisch bestenfalls bis auf + 0,03. An den steilen Kurvenstrecken 
entspricht einer bestimmten p,-Anderung eine viel gréBere #-Anderung 
als der gleichen an einer flachen Kurvenstelle. Demgema ist die Unsicherheit 
im abgelesenen % an steilen Kurvenstellen gréBer als an flachen. Letztere 
sind daher als Titrationspunkte vorzuziehen. Einer Anderung bzw. einem 
Fehler in pg um 0,01 entspricht an der steilsten Stelle der y-Kurve eine 
%-Anderung von etwa 0,005 = 0,5 Proz. 

Bei Gemischen von Acidolyten ist ein Nebeneinanderbestimmen der 
einzelnen Bestandteile oft nur méglich unter Verwendung des steilen Teils 
der Kurve zur Titration. Man wird jedoch auch eine verminderte Genauig- 
keit in Kauf nehmen bei Aufgaben, denen auf anderem Wege nicht beizu- 
kommen ist. 

Als weitere Regel ist noch anzufiihren, daB man, ebenfalls der Genauigkeit 
halber, die Titrationspunkte am giinstigsten so wiahlt, daB die bei der 
Titration durchlaufene %-Anderung méglichst gro8 ist. 

AuBer diesen allgemeinen Gesichtspunkten kénnen natiirlich noch 
andere bei der Wahl von Titrationspunkten maBgebend sein, wie der Unter- 
schied der Scharfe der p,,-Bestimmungsmethoden fiir verschiedene p,-Stufen, 
oder das Bestreben stark saure oder alkalische Gebiete nach Méglichkeit 
zu vermeiden. 

Titration von Gemischen. Die seitherigen Ergebnisse sollen jetzt auf die 
acidimetrische Analyse von Gemischen angewandt werden. Wenn mit 
einer gewissen Titermenge zusammen verschiedene Acidolyte gleichzeitig 
in einer Lésung zugegen sind und sie nicht irgendwelche sonstige Reaktionen 
miteinander eingehen, wird die Gleichgewichtslage anders sein, als wenn die 
einzelnen Acidolyte mit der gleichen Titermenge allein in der Lésung waren. 
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Aber die Gleichgewichtsbeziehungen der einzelnen Bestandteile des Ge- 
misches sind doch die gleichen geblieben, ihre Spaltungsgleichungen und 
ihre ¢-Funktionen sind unverandert giiltig. Ein Versuch an einem Glykokoll- 
Asparagin-Sauregemisch bestatigte dies. 

Titrationsstrecken. Zur Titration eines einzelnen Acidolyten sind zwei 
,, Titrationspunkte* oder eine ,,Titrationsstrecke™ erforderlich. Zur Titration 
zweier Acidolyten sind zwei Titrationsstrecken nétig, d. h. drei oder vier 
Titrationspunkte. Zur Titration von n Bestandteilen sind nm Titrations- 
strecken erforderlich, denn es sind so viele Bestimmungsgleichungen nédtig, 
als Substanzmengen gesucht sind, und jede Titrationsstrecke liefert eine 
Bestimmungsgleichung. Zur Trennung je zweier Bestandteile eines Gemisches 
ist auBerdem erforderlich, daB wenigstens die einer der Titrationsstrecken 
entsprechende #-Anderung fiir die beiden Bestandteile geniigend verschie- 
den ist. . 

Hier sei ein schematisches Beispiel besprochen. Siehe hierzu Abb. 1. 
Die beiden Acidolyte A und B, die beide einwertig sind, seien neben- 
einander zu titrieren. Fiir A sei m = 6; fiir B sei m = 8; die gesuchten 
Gesamtmengen seien G, und G,. Als Titrationspunkte seien gewihlt: 


l. py = 4,5; 2. Py = 7,0; 3. Py = 9,5. 


Fiir die erste Titrationsstrecke, 4,5 bis 7,0, entnimmt man aus der Figur: 





@-Anderung | Titerverbrauch 
Fiir A Hd 0,88 r, = 088.6, 
.” ae 0,09 rT, 0,09 .G, 


Insges. Titerverbrauch R, = 0,88.G, + 0,09.G, 


Fiir die zweite Titrationsstrecke, 7,0 bis 9,5, betragt: 





0. Anderung Titerverbrauch 
ge I a 0,09 r, = 0,096, 
a are 0,88 r, = 0886, 


“Insges. Titerverbrauch R, = 0,09 G, + 088G, 
Die Titration liefert die Werte von R, und R,. Es werde gefunden: 
R, = 10,60 cem n/10 Titer, 
R, = 18,50 cem n/10 Titer. 
Man erhalt dann die beiden Bestimmungsgleichungen: 
1. 0,88 G, + 0,09G, = 10,60, 
2. 0,09 G, + 0,884, = 18,50. 
Lést man dieses Gleichungssystem nach G, und G, auf, so findet man: 
G, = 10cem n/10 = 1 Millimel, 
G, = 20ccm n/10 = 2 Millimol. 
Auf diese Art kann man beispielsweise leicht Borsiure und Phosphor- 
siure nebeneinander titrieren, was ein Orientierungsversuch bestitigte. 
Moglichkeiten und Grenzen der acidimetrischen Titration. Voraussetzung 
fiir die acidimetrische Analyse eines Gemisches ist, daB die m-Werte der 
Bestandteile geniigend groBe Unterschiede aufweisen; mit anderen Worten, 
da8 ihre #-Kurven nicht zu nahe beieinander liegen. Dies ergibt sich, wenn 
man in den verschiedenen Fallen den EinfluB8 der Versuchsfehler auf das 
Resultat verfolgt. 
Biochemische Zeitschrift Band 147. 30 
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Wenn némilich die Kurven nahe beieinander liegen, muB man einerseits 
um die Versehiedenheit der einzelnen Bestandteile iiberhaupt zu erfassen, 
Titrationspunkte an steilen Kurvenstellen benutzen, wodurch die Versuchs- 
fehler gréBer werden als bei Verwendung flacherer Kurvenstellen. Anderer 
seits sind bei den verschiedenen Bestandteilen des Gemisches die #-Ande- 
rungen auf der méglichst giinstig gewahlten Titrationsstrecke um so weniger 
verschieden, 'voneinander, je niher beieinander die Kurven liegen. Der 
Unterschied der -Anderungen ist aber von groBer Bedeutung. Je kleiner 
er ist, desto starker werden die Versuchsfehler durch die Rechnung ver- 
gréBert. und um so mehr beeintrachtigen sie das Resultat. 


Fiir bestimmte Versuchsgenauigkeiten und bestimmten Genauigkeits- 
anspruch an das Résultat kann man jeweils eine untere Grenze fiir m, — m, 
angeben, unterhalb welcher die erhaltenen Resultate nicht mehr der ge- 
steften Forderung geniigen. 

Die Abschitzung der erreichbaren Genauigkeit im Einzelfalle ist nicht 
schwer. Hier sei nur noch eine kurze Ubersicht gegeben. Bei zwei einwertigen 
Acidolyten multiplizieren sich die Versuchsfehler, wenn 


M,— ™M,, — 3,0 2.5 2,0 15 1,0 0,55 0,35 0,17 
mtf = HS 1h #4135 #4146 «320 3,0 5,0 10,0 


Wenn die Konstanten verschiedener Acidolyte fiir eine acidimetrische 
Analyse ihrer Gemische ungiinstig erscheinen, so sind wir jedoch nicht 
am Ende. Es gibt noch eine Reihe von Méglichkeiten, die doch noch zum 
Ziele fiihren kénnen:) Man kann versuchen, die Konstanten zu verschieben. 
Dies kann dadurth’ geschehen, daB man das Lésungsmittel verindert, 
oder da8 man ‘Substanzen zusetzt, die mit den betreffenden Acidolyten 
reagieren, sei es durch Niederschlags- oder Komplexbildung, sei es durch 
eine tiefergreifende chemische Umwandlung. In diesem Sinne ist z. B. die 
von R. Wilistdtter und E. Waldschmidt-Leitz!) angegebene Titration von 
EiweiBabkémmlingen unter Alkoholzusatz und die von S. P. L. Sérensen®) 
angegebene Formeltitration der Aminosauren aufzufassen. 


SchlieBlich bleibt noch eine Méglichkeit zu erwihnen. Fiir die Lésung 
eines bestimmten Acidolytgemisches laBt sich ebenso wie fiir jeden einzelnen 
Acidolyten eine,.+-Kurve aufstellen, die sich auch hier leicht experimentell 
bestimmen 1]46t. Diese Kurve besagt alles, was saimtliche Titrationen 
zusammen unter den betreffenden Bedingungen auszusagen vermégen. 
Sie kann daher fiir die Untersuchung von Gemischen von besonderem 
Werte sein und ist Von mir z. B. fiir die Aminosiurengemische ermittelt 
worden, die durch vollstandige Hydrolyse von EiweiSkérpern gewonnen 
sind. Diese Kurven geben auch dann noch manchen AufschluB iiber das 
vorliegende  Gemiisch,\wenn eine eigentliche acidimetrische Analyse nicht 
méglich ist. 

In einer Abhandlung, die waihrend der Abfassung dieser Arbeit erschien, 
stellt, aueh .J..M. Kolthoff Untersuchungen dariiber an, welches GréBen- 
verhiltnis, die Konstanten zweier Séiuren oder zweier Basen aufweisen 
miissen, wenn, es noch méglich sein soll, sie nebeneinander zu titrieren *). 
she tadeandeisle’ 

+) Ber. d: Deutsch. chem. Ges. 54, 2988, 1921. 

2) Diese Zeitsehr: 7, 45, 1908. 

5) De titratie van middelmatig sterke zuren of basen naast zeer zwakke. 
Pharm. Weckblad Nr. 6, 1922. 
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Im Interesse der Kiirze kann dieser Punkt hier nicht so eingehend besprochen 
werden, wie Kolthoff dies tut; ich kann daher auch nicht auf die Einzelheiten 
der Kolthoffschen Abhandlungen eingehen und nur einige wesentliche 
Punkte herausgreifen. In der genannten Arbeit wird lediglich mit Titsationen 
auf den ,»Aquivalenzpunkt* gerechnet. Wie ich schon ausgefiihrt habe, 
kann man auf dieser Grundlage schwer allgemeine Uberblicke iiber acidi- 
metrische Verbaltnisse gewinnen. Die Untersuchungen Kolthofjs sind dem- 
entsprechend nur auf Gemische zweier einwertiger Saéuren oder Basen 
eingestellt und, was eine sehr wesentliche Beschriankung bedeutet, sie 
sind nur fiir den Fall abgeleitet und giiltig, daB die beiden Substanzen in 
gleicher Konzentration vorliegen. 

Es war schon davon die Rede, da8 eine derartige Einschrankung fiir 
acidimetrische Zwecke héchst hinderlich ist. 

Kolthoff kommt zu dem Ergebnis, da8 unter der angegebenen Bedingung 
eine Titration auf | Proz. Genauigkeit dann noch méglich sei, wenn das 
Verhaltnis K,: K, gleich oder gréBer als 10* ist. 

Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Méglichkeiten, die ,,freie 
Titermenge auszuschalten und auf beliebige Punkte der #-Kurven von 
Substanzen in beliebigen Gemischen zu titrieren, bedeuten eine betrachtliche 
Erweiterung der Grenzen der méglichen Titrationen. Weil die p,,-Bestimmungs- 
methoden verhaltnismaBig wenig scharf sind, kommt diese Grenzerweiterung 
besonders stark zur Geltung, wenn man die Genauigkeitsanspriiche an das 
Resultat nicht allzu hoch stellt. AuBerdem erméglichen die hier gewonnenen 
Ergebnisse die erwahnten Beschrinkungen, an welche die Betrachtungen 
Kolthoffs gebunden sind, wegzuriumen und die Titrationsméglichkeiten auf 
der verbreiterten Basis ganz allgemein, fiir beliebige Substanzen in beliebiger 
Mischung leicht zu iibersehen. 

Die gewonnenen Gesichtspunkte und Methoden erméglichen es jetzt, 
den Zusammenhang zwischen den acidimetrischen Titerverbrauchszahlen 
und der Zusammensetzung der titrierten Lésungen klar zu iibersehen. 


B. Spezieller Teil. 


Mit Hilfe der im Allgemeinen Teil gewonnenen Resultate kénnen 
nun die acidimetrischen Verhiltnisse der Aminosiuren und EiweiB- 
kérper systematisch studiert werden. 


Den Schliissel zur klaren Ubersicht tiber acidimetrische Verhilt- 
nisse bildet die #-Funktion. Ihre Kenntnis erméglicht die erschépfende 
Beurteilung der Titrationsméglichkeiten fiir den betreffenden Fall. 

Hier sollen die #-Funktionen der EiweiBkérper und ihrer Spaltungs- 
produkte untersucht werden. Zu diesem Zwecke ist es nur nétig, an 
bekannten Substanzmengen zusammengehérige Werte von @ und [H} 
zu beobachten. [H’)] wird gemessen und @ ergibt sich als Verhiltnis 
der gebundenen Titermenge r zur Gesamtsubstanzmenge G. r wiederum 
ist é— s. Um # zu bestimmen, muB man also G, ¢t und s messen. G und 
t werden auf gewéhnliche Weise durch Wagung oder Volumenmessung 
erhalten. Die Bestimmung von s hiangt eng mit der [H']-Messung 
zusammen. 

30* 








ape! 


Pegi eee OT, cane eee 
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2s ist von Wichtigkeit, Fehlergrenze und Anwendungsbereich der 
Untersuchungsmethoden zu kennen. Denn die Verwendungsméglichkeit 
der zu gewinnenden Resultate haingt in hohem Grade von: ihrer Genauigke it 
ab. Ferner sind gerade die Grenzgebiete des Anwendungsbereiches unserer 
Untersuchungsmethoden fiir die EiweiBabkémmlinge von besonderem 
Interesse, und es ist von Vorteil, diesen Bereich méglichst weit zu spannen. 

Fiir Anwendungsbereich und Fehlergrenze unserer Untersuchungen 
sind in erster Linie der Anwendungsbereich und die Fehlergrenze der Be- 
stimmungen von [H’] und s maBgebend, denn die Bestimmungen von G 
und ¢ sind mit bedeutend weiter reichender Genauigkeit méglich. 

In der Dissertation werden die Anwendungsméglichkeiten der Methoden 
zur Bestimmung von [H’] und s einer eingehenden Betrachtung unterzogen. 

Wie schon erwaihnt wurde, geschieht die Bestimmung von s oft am 
vorteilhaftesten direkt experimentell durch einen Vergleichsversuch (blinden 
Versuch) mit reinem Wasser (s. 8S. 439). 

Als empfehlenswertester Weg zur Bestimmung der freien Titermenge s 
bei Verwendung der Gaskettenmethode zur p,,-Messung ergab sich der 
nachfolgend beschriebene: Es sei #4;¢; der Dissoziationsgrad und (HCl) sei 
die Gesamtkonzentration der freien Salzsiure. Dann ist definitionsgemaB : 





oder in logarithmischer Schreibweise: 
log Ju cq = log [H'] — log (HCI). 


Bekanntlich ist py gleichbedeutend mit — log[H’]. Ganz entsprechend 
soll nun —log (HCl) = py, und log 6 = p, gesetzt werden. Man er- 
halt dann 

Py = Pu — PHC) oder Puch = Pu~ P5- 


An einer Reihe von Lésungen mit bekannter Konzentration der freien 
Saure wurde p,, gemessen und so pa gewonnen. Die so erhaltenen Werte 
von ps zeigten in sehr schéner Ubereinstimmung den Wert 0,13, wenn die 
Gesamtchlorionenkonzentration der Lésung kleiner als n/10 blieb. 
({(Cl]< 0,1). Fiir gréBeres [Cl] wurden unregelmaéBige Werte erhalten. 

Liegt also eine salzsaure Lésung vor, fiir die [Cl] kleiner als 0,1 ist, 
so kann man diesen Wert ps = 0,13 dazu benutzen, um auf sehr einfache 
Weise aus dem gemessenen p,,-Wert die Menge der freien Salzsiure s zu 
berechnen. Man setzt paicy = Pa — 9,13. Zu paicy entnimmt man aus 
der Logarithmentafel den Wert von (HCl) als Numerus. Ist das Volumen 
der Lésung v, so erhalt man dann die Menge der freien Saure als s = v.(HC\). 

Genau wie fiir HCl wurde pg auch fiir NaOH ermittelt. Fiir [Na] < 0,1 
ergab sich hier ps = 0,165. Dieser Wert erméglicht es, die freie Natronlauge 
in einer natronalkalischen Lésung mittels einer Gaskettenmessung zu be- 
stimmen. 

Die ermittelten Werte von ps stimmen nicht iiberein mit den Werten, 
die sich aus den bekannten Dissoziationsgraden verdiinnter Salzsaéuren 
und Natronlaugen berechnen lassen. Die Ursache dieser Abweichung habe 
ich nicht untersucht. Jedenfalls liefert das angegebene Verfahren Werte 
von 8, die allen gestellten Anforderungen geniigen. 

Nach den neueren Anschauungen der Physikochemiker sind fiir die 
verschiedenen Wirksamkeiten der Wasserstoffionenkonzentration, ver- 
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schiedene ,,Aktivitatskoeffizienten** anzunehmen. Dann wiirde also die 
GréBe der Wasserstoffionenkonzentration sich in ihren Massenwirkungen, 
ihrem EinfluB auf das Potential der Gaskette, ihren katalytischen Wirkungen, 
verschiedenartig ausdriicken. Die auf diese verschiedenen Wirksamkeiten 
der Wasserstoffionenkonzentration gegriindeten Verfahren zu ihrer Be- 
stimmung wiirden lediglich die verschiedenen ,,Aktivititen** der Wasser- 
stoffionenkonzentration und nicht diese selbst erfassen und brauchten 
demnach keine iibereinstimmenden Ergebnisse zu liefern. Dieser Gedanken- 
gang zeigt jedenfalls, daB eine absolut richtige Bestimmung der [H’‘] auf 
prinzipielle Schwierigkeiten st6éBt. Ich lege meinen acidimetrischen Studien 
jene py, -Werte zugrunde, die ich mittels des GaskettenmeSverfahrens nach 
der Versuchsanordnung von Michaelis') finde. (Nahere Einzelheiten 
siehe Dissertation.) Die Berechtigung dieses Vorgehens tut sich dadurch 
kund, daB die auf diesem Wege erhaltenen Resultate sich vollistandig im 
Einklang befinden mit den im Allgemeinen Teil unter Zugrundelegung der 
wirklichen Wasserstoffionenkonzentration hergeleiteten Ergebnisse. 


1. Aminosduren. 

Von den EiweiBabkémmlingen wurden zuerst die Aminosiuren 
untersucht. Die Aminosiuren, die bei der Hydrolyse der EiweiBkérper 
als Endprodukte erscheinen, sind die am besten definierten und ein- 
fachsten der EiweiBabkémmlinge. An ihnen lassen sich die aufgestellten 
Theorien am leichtesten erproben. Man kann die #-Kurven experi- 
mentell punktweise ermitteln. Man kann sie aber auch leicht zeichnen, 
wenn man die zugehérigen Spaltungskonstanten kennt, die den spezi- 
fischen Charakter der betreffenden Substanzen zum Ausdruck bringen. 
Deren Zusammenhang mit den eigentlichen Affinitits- oder Disso- 
ziationskonstanten ist durch Gleichung (II) ausgedriickt. 

Von den im Eiwei8 vorkommenden Aminosiuren habe ich, soweit 
sie zu meiner Verfiigung standen, die Spaltungskonstanten gemessen 
und damit ihre Kurven gewonnen. 

Zur Bestimmung der Spaltungskonstanten — von nun an kurz 
,.Konstanten genannt — diente einheitlich die auf 8. 445 angegebene 
einfache, auf der py-Messung beruhende Methode. p,, wurde potentio- 
metrisch bestimmt. 


Die Konstanten sind von der Temperatur und in gewissem Grade 
auch von [Cl’] bzw. [Na] abhingig. Ich hielt daher stets die Tempe- 
ratur 18°C ein. AuBerdem hielt ich im allgemeinen bei Messungen 
von Saurekonstanten [Na] = n/10, bei Messungen von Basenkonstanten 
[Cl] = n/10. Dies wurde einfach dadurch erreicht, daB ich zum Lésen 
der Aminosiuren statt Wasser n/10 NaCl-Lésung anwandte und dann 
mit n/l0 HCl bzw. n/10 NaOH arbeitete. Somit waren auch die 
Versuchsbedingungen einheitlich. 


1) l. ec. 
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Die Dissoziationskonstanten der Aminosiuren waren zum Teil 
schon bestimmt. Eine Zusammenstellung der fritheren Messungen 


gibt H. Lundén (\|.c.). Er fiihrt an: 





Sauredissoziations- | Basendissoziations- 
konstante konstante 
CMON :. «es 6 1,8. 10—10 2,66 . 10-12 
“SSS see eee 18. 10—10 2,33 . 10-12 
«-Alanin. .... citar’ 19. 10-10 5,14. 10-12 
Asparaginsaure ; 1,5. 10-4 1,20. 10-12 
Phenylalanin ..... 25.10-9 13 .10—12 
Ss a ae oe 40.10-9 2.6 . 10-12 


A. Kanitz') hat noch Messungen am Histidin, Lysin sowie Arginin 
angestellt. Bei den ersten, stirkeren basischen Gruppen von Lysin 
und Arginin versagte jedoch die von Kanitz angewandte Bestimmungs- 
methode, und er kann nur angeben, daB diese beiden Konstanten jeden- 
falls gréBer als 10~’ sind. Die Saurekonstante des Arginins ist so 
klein, daB sie sich ebenfalls der Bestimmung entzog. Folgende Uber- 
sicht stellt die Versuchsergebnisse der genannten Arbeit zusammen: 





Siuredissosiations- | 1. Basendissosiations: 2. Basendissoziations- 


Bars __konstante konstante konstante 
Histidin ... 22 .10-9 5,7 . 10-9 5,0. 10-13 
OS 1—2 . 10-12 > 1. 2,2. 10-12 
Argmim. ... < 111 .10-14 >i . 7 11.10-l2 


Die oben zusammengestellten Dissoziationskonstanten stammen 
von verschiedenen Untersuchern und sind nicht mittels einer einheit- 
lichen Methode und nicht unter einheitlichen Versuchsbedingungen 
gewonnen. Es schien daher geraten, auch jene Aminosaiuren nochmals 
za untersuchen, deren Dissoziationskonstanten bereits in der Literatur 
angegeben sind. 

Zweiwertige Aminosduren. Die einfachste Aminosiure, das Gly- 
kokoll, NH, .CH,.COOH, stellt gleichzeitig den einfachsten acidi- 
metrischen Typus einer Aminosiure dar, den einer ,,zweiwertigen* 
Aminosiure. Es weist im Molekiil eine saure Gruppe auf, die COOH- 
Gruppe, und eine basische, die NH,-Gruppe. Die Bestatigung der 
aufgestellten Theorie fiir diesen einfachsten Fall war sehr einfach. 
Ich konnte dazu die Messungsserie benutzen, die Sdérensen ausgefiihrt 
hat, um seine Glykokoll-Standardpuffergemische zu eichen. 

Die Umrechnung der Zahlenangaben Sérensens ist schon gezeigt 
worden (S. 442). Im AnschluB daran wurde auch schon die #-Kurve 
des Glykokolls besprochen. Diese zeigt, daB die Teile der Kurve, 


1) A. Kanitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 476, 1906; Pfliigers Arch. 
118, 539. 
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welche der sauren und der basischen Wirksamkeit des Glykokolls 
entsprechen, ganz getrennt voneinander verlaufen. Mit anderen Worten, 
die beiden m-Werte sind so weit verschieden, da8 praktisch eine gegen- 
seitige Beeinflussung der beiden Spaltungen nicht eintritt (8S. 450). 
Infolgedessen kann man an Stelle der Ampholytgleichung (XI) zweimal 
die einfache y-Gleichung (III) anwenden, die lautet: 
l 
s=y= — mir 
[H’} 
L+ + 
Fir die basische Konstante ist [OH'] an Stelle von [H’] einzusetzen. 
Es wurde schon gezeigt, daB die aus der Sérensenschen Versuchsreihe 
berechneten Werte diese Gleichung vollstindig befriedigen. Damit 
ist die Giltigkeit der aufgestellten Theorie far den einfachsten Amino- 
siiuretyp bewiesen. 

Alle Paare zusammengehériger Werte von py, und @, die man 
bestimmt, liefern also, wenn sie nicht zu unginstig gewahlt sind, 
den richtigen Wert von k. Man braucht also nur ein einziges solches 
Wertepaar zu kennen, um & berechnen zu kénnen. Auf dieser Tat- 
sache beruht meine Methode der Konstantenbestimmung, 

Die Berechnungsweise liegt auf der Hand. Man hat die oben 
stehende Gleichung nur nach k aufzulésen: 


und die gefundenen Werte fiir [H'] und @ einzusetzen. 

Ahnlich einfach wie das Glykokoll kénnen von den untersuchten 
Aminosauren alle jene behandelt werden, die nur eine saure und eine 
basische Gruppe aufweisen, d. h. ihre #-Kuryen setzen sich ebenfalls 
aus je zwei einfachen y-Kurven zusammen, auf welche die alte Scha- 
blone (S. 444) paBt. Das gilt auBer fiir das Glykokoll also noch fir: 
Alanin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und Tryptophan (sicherlich 
auch fiir Valin und Serin). 

Glykokoll. Fiir das Glykokoll schienen keine weiteren Messungen 
mehr nétig, da die Messungen Sérensens meiner Versuchsanordnung im 
groBen ganzen entsprechen und sehr gut stimmende Resultate lieferten. 
Die Konstanten des Glykokolls lassen sich aus den Tabellen auf 8, 442 
entnehmen, auch aus der Kurve des Glykokolls (Abb, 4). Konstanten 
fiir saure Gruppen seien immer mit k,, die fiir basische Gruppen immer 
mit k, bezeichnet. Fir das Glykokoll ergibt sich dann; 


log k, = 0,16 — 10; log k, = 0,27 — 12; 
oder m, = 9,84; m, = 2,41; 
k, = 1,43.10-"; &, = 1,86 «107”. 
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Diese Werte der Spaltungskonstanten und die Dissoziations- 
konstanten K, die sich hieraus ergeben wiirden, sind etwas niedriger 
als die von H.Lundén angegebenen Dissoziationskonstanten. Dies 
rihrt wohl in erster Linie daher, daB die Beobachtungstemperaturen 
verschieden sind. Im iibrigen sind die angewandten Bestimmungs- 
verfahren nicht geniigend homogen, um aus dem Vergleich weiter- 
gehende Schliisse zuzulassen. 

Das Verfahren bei der Bestimmung der Konstanten soll nur an einem 
Beispiel gezeigt werden, am Isoleucin. 

Das Molekulargewicht des Isoleucins, —- >CH.CH(NH,).COOH, 

ots 
ist Mg = 131,14. 

1. Bestimmung der basischen Konstanten. Es wurden eingewogen 
E = 0,0865 g. G. die angewandte Menge in Millimolen erhalt man, indem 
man E durch Mg dividiert. Also G = 0,6596 Millimol. Die Substanz wurde 
in 3,5cem n/10 NaCl-Lésung gelést, unter Zusatz von t = 3,50 ccm 
n/10 Salzsiure. Das Gesamtvolumen der Lésung war somit v = 7,0 ccm. 


An dieser Lésung wurde in der Gaskette die Wasserstoffstufe py = 2,33 
gemessen. 


Nun sind alle GréBen bekannt, die nétig sind, um der Reihe nach 
(HCl), 8, r, # und m, bzw. k, zu berechnen. Es ist: 
Pucy = Pu— P, 2,33 — 0,13 = 2,20 
log (HCl) = —2,20 = 0380—3 
(HCl) = 0,0063 Mol/Liter 
s = v.(HCl) = 7,0.0,0063 cem In HC! 
8 = 0044cem In HC) 
6.x GROs.e. es 
r = t—s = 0306cem In HCI 
r 0,306 


= G = 0.6596 = 04638 
G 

: =—= 2,156 

+ r 


m, = Pa— log (5 _- 1) = 227. 


Mittels dieser GréBe m, kann man die Kurve fiir die basische Gruppe 
des Isoleucins zeichnen. Die Konstante k, ergibt sich aus der Beziehung: 
m, = logk, — logky. Setzt man logk, = — 14,14, so erhalt man 
log k, — 0,13 — 12 und ky = 1,85.10—12. 


2. Bestimmung der Sdurekonstanten. Die Bestimmung der Saure- 
konstanten wurde an der naimlichen Probe vorgenommen, die schon zur 
Bestimmung der basischen Konstanten gedient hatte. Es war also wieder 
G = 0,6596 Millimol. Weiterhin war jetzt v = 23 ccm und t = 3,375 ccm 
n/l0NaOH. py ergab sich zu 9,76. s wird fiir diesen Fall, wie man 
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sich leicht tiberzeugen kann, verschwindend klein und kann vernachlissigt 


werden. Somit ist: 
r t 0.3375 ecem In NaOH 


$ O5117 
l 

1,955 
$ 


m, Pu + log | : —1) 9,74 
log k, —m, 0.26 — 10 
-- 18.0. 

Mehrwertige Aminosduren. Bei den Aminosdiuren mit mehr als 
insgesamt zwei Wertigkeiten, also solchen mit zwei sauren oder zwei 
basischen Gruppen, setzen sich die #-Kurven nicht immer aus ein- 
fachen y-Kurven zusammen, sondern es treten Verschmelzungen 
zwischen den Kurventeilen verschiedener wirksamer Gruppen, ,,Aci- 
dolytgruppen“, ein. Auch dieser Fall wurde im Allgemeinen Teil unter- 
sucht und in Gleichungen gefaBt. Es wurde zunichst nachgepriift, 
ob sich auch die diesbeziiglichen Theorien bei meiner Versuchsanordnung 
bestatigen. 

Zu diesem Zwecke wurden die Kurven der Asparaginsiure und 
der Glutaminsiure niher untersucht. Die Asparaginsiure, «-Amino- 
Bernsteinsaure, 

COOH 


| 
CH, 


| 
CH(NH,) 
| 
COOH 
besitzt, wie die Glutaminsiure, «¢-Amino-Glutarsiaure, 
COOH 


| 
CH, 


CH, 

CH(N H,) 

COOH 
zwei endstiindige Carboxylgruppen und in «-Stellung zu einer derselben 
eine Aminogruppe. 

Die Kurven dieser beiden Aminosiuren wurden zunichst groBen- 
teils ermittelt durch experimentelle Bestimmung einzelner ihrer Punkte. 
Hierzu wurde sowohl die kolorimetrische wie auch die potentiometrische 
Methode herangezogen. Sodann wurden die Spaltungskonstanten 
bestimmt und aus diesen mittels der hierfiir aufgestellten Gleichung 
die Kurven neuerdings konstruiert. Die so auf verschiedenen Wegen 
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gewonnenen Kurven zeigen innerhalb der Fehlergrenzen vollstindige 
Ubereinstimmung. Die entwickelte Theorie wird hierdurch bewiesen 
und die Berechtigung ihrer Anwendung auf die Aminosiuren dargetan. 

Beziiglich der Bestimmung der Konstanten der mehrwertigen 
Aminosiuren, die sich etwas komplizierter als bei den zweiwertigen 
gestaltet, mu8 auf die Dissertation verwiesen werden. Die gefundenen 
Konstantenwerte sind unten angegeben. Einige besondere Punkte 
sollen hier noch Erwahnung finden. 

Fir die Asparaginsiiure gibt H.Lundén') nur eine Siuredisso- 
ziationskonstante an. Es zeigt sich, daB die Asparaginsiiure jedoch 
als zweibasische Saure reagiert. Die zweite saure Gruppe ist allerdings 
viel schwicher als die erste, kann aber doch noch acidimetrisch erfaBt 
werden; sie ist noch um eine Kleinigkeit starker als die saure Gruppe 
des Glykokolls. Die Glutaminsiure verhilt sich ebenso wie die Aspa- 
ragipsaure. 

Fir das Tyrosin gibt Lundén ebenfalls nur eine Saéuredissoziations- 
konstante an. Die Versuche ergaben jedoch, daB beim Tyrosin zwei 
saure Gruppen in Funktion treten. AuBer der Carboxylgruppe muB 
also auch die phenolische Hydroxylgruppe reagieren. 

Die Untersuchung des Arginins wurde durch die Liebenswiirdigkeit 
des Herrn Geh. Rat Prof. Dr. Kossel, Heidelberg, erméglicht, der 
unserem Institut eine Probe Arginincarbonat zur Verfiigung stellte, 
wofiir ihm auch an dieser Stelle herzlicher Dank ausgesprochen sei. 


Zusammenstellung der Konstanten. Trotzdem einige Aminosauren 
noch nicht untersucht sind, geben uns die bisher gefundenen Kurven 
einen ganz guten Uberblick tiber das acidimetrische Verhalten der 
Aminosiuren. 

Die Aminosiuren, die mir nicht zur Verfiigung standen und deren 
Kurven daher noch fehlen, sind: Valin, Serin, Lysin, Ornithin, Prolin, 
Oxyprolin. Das Valin verhilt sich sicherlich wie die tibrigen Homo- 
logen des Glykokolls, die ja untereinander groBe Ubereinstimmung 
aufweisen. Die erhaltenen Aminosiiurenkonstanten sind in der folgen- 
den Ubersicht zusammengestellt, in Form ihrer m-Werte und nach 
diesen geordnet. 





m Fir die 

1,83 basische Gruppe des Phenylalanins 
2,02 - der Asparaginsaure 
2,07 | zweite ie ‘s des Arginins 

2,12 . x der Glutaminsaure 
2,24 - ‘a des Alanins 

2,27 * A des Isoleucins 
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Die aus diesen Werten gewonnenen Kurven wurden gemeinsam 
auf ein Kurvenblatt gezeichnet (Abb. 5). (Eine saure Gruppe ist um 
so starker, je kleiner das zugehérige m ist, eine basische Gruppe, je 
gréBer das zugehérige m ist.) 

Messungen, die zum Zwecke der Konstantenbestimmung an 
Cystinlésungen vorgenommen wurden, mifgliickten wegen der allzu 
groBen Verdiinnung dieser Lésungen. Ich stellte nur folgendes fest: 
1 Millimol Cystin bindet bei Titration auf Tropiolin-O-Umschlag 
2 Millimole NaOH. Demnach werden die beiden Carboxylgruppen 
des Cystins aufgespalten. Auch die beiden NH,-Gruppen vermdégen 
zu reagieren. 

Auch Tyrosin ist in Wasser schwer léslich. Ich fand die Léslichkeit 
des Cystins in Wasser von Zimmertemperatur zu 0,045 Proz., die des 
Tyrosins zu 0,113 Proz. Die Normalitét der kaltgesiittigten Lésung 
ist also bei Tyrosin 0,00623, bei Cystin 0,00187. In heiBem Wasser 
fand ich die Léslichkeit des Cystins zu 0,104 Proz., die des Tyrosins 
zu 0,864 Proz. 

Die Schwerléslichkeit eines Kérpers schlieBt seine acidimetrische 
Behandlung nicht aus. Sie scheint vielmehr besondere, giinstige Méglich- 
keiten zu bieten, die eine nihere Untersuchung verdienen. 

Alle bis jetzt im Eiwei8 aufgefundenen Aminosiuren mit Aus- 
nahme des Prolins und des Oxyprolins enthalten den Rest des Gly- 
kokolls: — CH(NH,).COOH; also eine Carboxylgruppe, zu der in 
«-Stellung sich eine Aminogruppe befindet. 

Diese Analogie in der Konstitution wirkt sich dahingehend aus, 
daB die Basenkonstanten aller dieser Aminogruppen nahe beieinander 
liegen. Die gefundenen m-Werte liegen alle zwischen 1,83 und 2,41. 
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Die «-Aminogruppen sind demnach so schwach basisch, daB ihre Auf- 
spaltung bei py = 1 noch nicht vollstindig ist. Ihre Kurven liege: 


r 





Abb.5. Die ¢-Kurven der Aminosauren. 
1. Basische Gruppe des Phenylalanins. 2. Basische und erste saure Gruppe der 
Asparaginsiure. 3. Zweite basische Gruppe des Arginins. 4. Basische und erste 
; saure Gruppe der Glutaminsaéure. 5. Basische Gruppe des Alanins. Zwischen 5. 
und 6. liegt noch die basische Gruppe des Isoleucins. 6. Basische Gruppen von 
Tryptophan und Leucin. 7. Basische Gruppe des Glykokolls. 8. Erste basische 
und saure Gruppe des Histidins. 9. Erste und zweite saure Gruppe des Tyrosins. 
10. Saure Gruppe des Tryptophans. 11. Saure Gruppe des Phenylalanins. 12. Erste 
basische Gruppe des Arginins. 13. Saure Gruppe des Isoleucins. 14. Zweite saure 
Gruppen von Asparagins und Glutaminsdure. 15. Saure Gruppe des Glykokolls, 
: des Leucins und des Alanins. 
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also gar nicht mehr vollstandig in dem py-Gebiet, das fiir unsere 
py- Bestimmungsmethoden zugiinglich ist. Aber auch der Teil ihrer 
Kurven, der in den Anwendungsbereich unserer MeBmethoden fallt, 
ist fir eine acidimetrische Differenzierung der verschiedenen Amino- 
siuren nicht geeignet. Hierfiir liegen die m-Werte der «-Aminogruppen 
viel zu dicht beieinander. 

Die COOH-Gruppen der oben angedeuteten Glykokollgruppierung 
zeigen bei den aliphatischen Monoaminosiéuren, einschlieBlich der 
Monoaminodicarbonsiuren, eine noch gréBere Ubereinstimmung in 
ihren m-Werten als die a-Aminogruppen. Ihre m-Werte liegen alle 
nahe bei 9,80. Ihre Siurewirkung ist demnach stiarker als die Basen- 
wirkung der a-Aminogruppen. Die ihnen zugehérigen Kurvenzige 
liegen vollstandig innerhalb des Anwendungsbereiches unserer py-MeB- 
methoden. Diese COOH-Gruppen sind also fiir acidimetrische Titra- 
tionen zugiinglich. Eine acidimetrische Differenzierung der Mono- 
aminosduren l4Bt sich auf sie auch nicht griinden, weil die m-Werte 
zu nahe beieinander liegen_ 

Ringsysteme und basische Gruppen im Molekiil tiben auf die 
Carboxylgruppe der Glykokollgruppierung einen starken EinfluB aus. 

Am deutlichsten ist dies beim Arginin der Fall, das die stark 
basische Guanidingruppe enthalt. Die Starke seiner COO H-Gruppe 
ist so stark vermindert, daB sie ganz auBerhalb unseres MeBbereiches 
liegt. Ebenfalls sehr abgeschwicht ist die COOH-Gruppe des Lysins, 
deren m-Wert, nach den Angaben von Kanitz (|. c.) zu schlieBen, etwa 
bei 12 liegen muB. 

Zyklische Gruppen im Molekiil verstirken die COOH-Gruppen 
der Glykokoligruppierung. Dies ist bei Histidin, Tryptophan und 
Phenylalanin zu beobachten. Von den zwei sauren Gruppen des Tyrosins 
kommt die eine (m = 9,69) in ihrer Starke der des Isoleucins (m = 9,74) 
sehr nahe, wihrend die andere starker ist (m = 8,68). Welches nun 
von beiden die Carboxylgruppe und welches die Phenolhydroxylgruppe 
ist, l4Bt sich nicht ohne weiteres entscheiden. Die m-Werte der sauren 
Gruppen dieser vier zyklischen Aminosiuren verteilen sich auf das 
Intervall 7,74 bis 9,16. Zu dieser Abteilung ist auch noch die starke 
basische Gruppe des Arginins zu zihlen (m = 9,18), deren Pufferzone 
in das gleiche p,-Gebiet fallt. . 

Die getrennte acidimetrische Erfassung der sauren Gruppe des 
Histidins z. B. von der des Alanins, auch noch von der des Phenyl- 
alanins erscheint méglich; auch noch die Erfassung der sauren Gruppe 
des Tryptophans neben der des Alanins. Sind jedoch simtliche Amino- 
séuren zugegen, so l4Bt sich auf Grund der jetzt besprochenen Acidolyt- 
gruppen keine volistandige acidimetrische Trennung erzielen. Hierfiir 
ist die Verteilung der Gruppen iiber die p,-Stufen zu ungiinstig. 
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Die m-Werte der starken sauren Gruppen von Asparaginsiiure und 
Glutaminsaure liegen ziemlich nahe beisammea, im iibrigen aber ziemlich 
weit von denen aller anderen untersuchten Aminosiiuren entfernt. 
Man kann gut eine dieser Aminosiuren neben irgend einer der iibrigen 
bestimmen; man muB allerdings dabei einen Titrationspunkt auf einer 
steilen Kurvenstelle annehmen. Um z. B. Glutaminsiure neben Gly- 
kokoll zu titrieren, wiirde man als eine Titrationsstrecke 7,0 — 11,5 
wahlen, als zweite 7,0 — 3,5. Ungiinstiger liegen die Verhiltnisse, 
wenn gleichzeitig Asparaginsiure und Glutaminsiure neben allen 
anderen Aminoséuren vorhanden sind. Wie man in diesem Falle noch 
zu Ergebnissen gelangen kann, wird bei der Besprechung der Kurve 
fir das Hydrolysengemisch des Gliadins gezeigt werden. 

Am giinstigsten liegt die Kurve des Histidins, dessen erste basische 
Gruppe noch bei Gegenwart aller anderen Aminosiuren gefaBt werden 
kann. 

Cystin und Tyrosin wurden bei dieser Besprechung nicht beriick- 
sichtigt. Sie lassen sich auf Grund ihrer Schwerléslichkeit leicht ge- 
meinsam abscheiden. 

Zusammenfassend kann man feststellen, daB bei den angewandten 
Versuchsbedingungen — verdiinnt-wisserige Lésung, keine besonderen 
Zusitze — die Verhiltnisse fiir eine acidimetrische Zerlegung des 
Aminoséurengemisches ungiinstig liegen. An Ergebnissen laBt sich 
fiir die Titration unter diesen Bedingungen folgendes herausschilen : 

1. Samtliche Aminoséuren kénnen einzeln gut titriert werden. 

2. Verschiedene Mischungen von Aminosiuren lassen sich acidi- 
metrisch analysieren. 

Fir eine acidimetrische Zerlegung des Gesamtaminosiuren- 
gemisches liegen die Verhiltnisse bei den gewahlten Versuchsbedin- 
gungen nicht giinstig. Die Méglichkeiten, die sich fiir das Gesamt- 
aminosiurengemisch bieten, sind unter den Punkten 3., 4. und 5. 
angefiihrt. 

3. Saimtliche untersuchten Aminosiiuren lassen sich gemeinsam 
zwischen Stufe 7 und 11,5 oder 12 titrieren (von Tyrosin und Cystin 
warden hierbei beide sauren Gruppen gefaBt werden). Die Lésung 
des Aminosiiurengemisches darf hierbei keine anderen Substanzen 
enthalten, die zwischen Stufe 7 und 12 eine Pufferwirkung ausiiben 
(Kohlensiure z. B. kann in mineralsaurer, Ammoniak in alkalischer 
Lésung durch Kochen entfernt werden). 

Diese Methode, die Gesamtmenge der Aminoséuren zu bestimmen, 
ist wohl den von S. P. L. Sérensen*) und von R. Willstdtter und 
E. Waldschmidt-Leitz*) angegebenen Methoden nicht unterlegen, was 





1) Diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 54, 2988, 1922. 
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die Einfachheit der Ausfiihrung sowohl als auch die Klarheit der 
Ergebnisse betrifft. 

4. Die Kurve des Histidins liegt so, daB dessen erste basische 
Gruppe auch bei Gegenwart aller anderen der untersuchten Amino- 
siuren erfaBt werden kann. Auf Grund dessen ist eine Bestimmung 
des Histidins in Gesamtaminosiiurengemisch durch Titration von 
Stufe 7,0 auf Stufe 6,0 (oder umgekehrt) ausfihrbar. Die dabei ver- 
brauchten Kubikzentimeter n Titerlésung werden mit ‘/, multipliziert 
und geben dann Millimole Histidin an. 

Bei Gegenwart von viel Glutaminséure ist statt des Titrations- 
punktes 6,0 besser der Titrationspunkt 6,25 zu nehmen und die Titer- 
verbrauchszahlen sind mit 2 zu multiplizieren statt mit 4/,. 

Diese Histidinbestimmung beruht auf der Voraussetzung, daB die 
Kurven der noch nicht untersuchten Aminosiéuren sich nicht in den 
Py- Bereich 6 bis 7 erstrecken. Dies kénnte eventuell beim Prolin der 
Fall sein. Dann wiirde statt des Histidingehaltes eine Kennzahl fir 
Histidin + Prolin erhalten werden. 

5. Eine Kennzahl fiir Asparaginsiure + Glutaminsiure erhilt 
man bei Titration des Aminosiurengemisches von Stufe 6,0 auf Stufe 4,0 
(oder umgekehrt). 

Die so gewonnene Kennzahl ist noch etwas abhingig von den 
iibrigen vorhandenen Aminosiuren. Wiahlit man statt Stufe 4,0 die 
Stufe 4,5 oder gar 4,75, so wird diese Anhingigkeit stark vermindert ; 
die Titerverbrauchszahlen werden dabei aber kleiner. Wahlt man 
statt Stufe 4 Stufe 3,5, so werden die Titerverbrauchszahlen gréBer, 
aber ihre Abhingigkeit von den tibrigen Aminosiuren wird erhéht. 

Die angewandten Versuchsbedingungen sind nur ein Spezialfall 
aus einer sehr groBen Mannigfaltigkeit von Méglichkeiten. Durch 
Zusatze, durch Veranderung des Lésungsmittels, durch Variation der 
Temperatur, durch chemische Verainderungen der Aminosiuren lassen 
sich die acidimetrischen Verhiltnisse abindern. Es ist anzunehmen, 
daB sich hierbei weitere Méglichkeiten fiir die Titration der Amino- 
sauren auffinden lassen. 

Die Analyse des Aminoséuregemisches stellt ein kompliziertes 
Problem dar. Die entwickelte Methode wird sich auch auf eine Reihe 
anderer analytischer Aufgaben anwenden lassen, und nicht alle werden 
so kompliziert wie das Aminosiurenproblem sein. 


II. Untersuchung der EiweiBkérper. 

Die &-Kurven fiir Gemische. Wir haben gesehen, daB man fir alle 
Acidolyte #-Kurven aufstellen kann: Auch fir ein bestimmtes Gemisch 
existiert — unter gegebenen Versuchsbedingungen — eine ganz be- 
stimmte #-Kurve. 
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Wir haben an friherer Stelle schon gesehen, daB in einem Gemisch 
die Spaltungsgleichgewichte der einzelnen Bestandteile unverindert 
giltig sind. Die von einem Gemisch bei einem bestimmten py ge- 
bundene Titermenge ergibt sich also durch einfache Addition der von 
den Bestandteilen bei diesem py gebundenen Titermengen. Ebenso 
ergibt sich die von dem Gemisch auf einer bestimmten Titrations- 
strecke verbrauchte Titermenge durch einfache Addition der von den 
Bestandteilen verbrauchten Titermengen. 


Solange sich die prozentuale Zusammensetzung des Gemisches nicht 
andert, bleibt auch die #-Kurve dieselbe. Sie verindert sich, wenn das 
Mengenverhiltnis der Bestandteile anders wird. Bei einfachen Gemischen, 
wie z. B. bei einem Glykokoll-Asparaginséuregemisch, kann man aus der 
Gestalt der Kurve die Menge der einzelnen Bestandteile entnehmen. Aus 
der #-Kurve kann man den Titerverbrauch der Mischung fiir irgend eine 
Py-Anderung ableseén. Aus zwei solchen Ablesungen kann man, genau wie 
aus den Angaben einer Titration (8S. 457) die Menge der einzelnen Bestand- 
teile berechnen. Aber die #-Kurve des Gemisches erlaubt die Titerverbrauchs- 
zahlen fiir jede beliebige p,,-Strecke abzulesen; sie besagt demnach soviel 
wie die Gesamtheit aller bei den gegebenen Versuchsbedingungen méglichen 
Titrationen. 

Die #-Kurven von Gemischen lassen sich experimentell nach dem 
gleichen Verfahren gewinnen, das schon besprochen wurde: Man beobachtet 
so viele zusammengehérige Werte von # und p,, daB man zur Kurve er- 
ginzen kann. Fiir die praktische Durchfiihrbarkeit dieses Verfahrens 
sind noch zwei Erweiterungen vorzunehmen. 

Die eine bezieht sich auf folgendes: Unter ¢ wurde oben die Titermenge 
verstanden, die ein Aquivalent der Mischung gebunden halt. Bei unbekannten 
Gemischen kann man diese GréBe jedoch nicht bestimmen, da man zunichst 
nicht wei8, wieviel Aquivalente der Mischung vorliegen. Bestimmen kann 
man das Gewicht des Gemisches oder z. B. seinen Stickstoffgehalt, und 
kann durch diese GréBen seine Menge messen. 

In Lésungen von Eiwei8kérpern und Eiwei8spaltungsprodukten wiirde 
auch die Bestimmung des Gewichtes der gelésten Substanz groBe Schwierig- 
keiten bieten. Hingegen lat sich der Stickstoffgehalt solcher Lésungen 
durch eine Kjeldahlverbrennung leicht gewinnen. Die obigen Betrachtungen 
iiber die *-Kurven bleiben fiir Gemische von stickstoffhaltigen Substanzen 
auch dann unverandert giiltig, wenn wir unter # die pro Mol Stickstoff 
des Gemisches gebundene Titermenge verstehen. Wir miissen dann nur 
auch die #-Werte der einzelnen Bestandteile des Gemisches auf 1 Mol 
Stickstoff statt auf 1 Mol Substanz beziehen. (Bei Glykokoll ist das einerlei, 
da 1 Mol Glykokoll auch 1 Mol Stickstoff enthalt. Anders ist es z. B. beim 
Arginin, wo 1 Mol Substanz 4Mole Stickstoff entsprechen.) Bei 
Eiwei8kérpern und deren Spaltungsprodukten beziehe ich also die + -Werte 
auf 1 Mol Stickstoff. 

Die zweite erforderliche Ergiinzung bezieht sich ebenfalls auf die 
Definition von #. Es ist leicht, an einer Lésung die 9-Anderung zu ver- 
folgen, die irgend einer p,-Anderung entspricht. Um jedoch den absoluten 
+ -Wert fiir irgend ein py angeben zu kénnen, miiSte man wissen, fiir welche 
Stufe + = 0 wird. Dies feststellen zu miissen, wire oft sehr unbequem, 
z. B. wieder bei den EiweiBabkémmlingen. 
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Es ist jedoch gar nicht nétig, zu wissen, wann wirklich die gebundene 
Titermenge gleich Null ist. Fiir acidimetrische Zwecke kommt es nur auf 
%-Anderungen an. Eine Parallelverschiebung unserer Kurve nach oben oder 
unten ist nicht von wesentlicher Bedeutung. Wir kénnen also den Nullpunkt 
fiir * beliebig annehmen, ohne dadurch die Brauchbarkeit der 0-Kurve zu 
beeintrichtigen. Ich setze bei den folgenden Versuchen # = 0 fiir Py = 7,9, 
also fiir den Zustand neutraler Reaktion. 

Im folgenden gibt also # an, wie viele Mole Titerlésung erforderlich 
wiren, um eine Menge der betreffenden Substanz, die 1 Mol Stickstoff 
enthalt, von dem Zustand neutraler Reaktion auf die betreffenden 
Py-Stufen zu bringen (positive Werte geben NaOH-Mengen, negative 
geben HCl-Mengen an). 

Zusammenfassend kann gesagt werden: Die #-Kurven von Ge- 
mischen hangen auf einfache Weise von der Art und Menge der Be- 
standteile ab. Sie geben die Gesamtheit der unter den betreffenden 
Versuchsbedingungen méglichen Titrationen wieder. In _ giinstigen 
Fallen kann man aus ihnen das Mengenverhiltnis der Bestandteile 
des Gemisches entnehmen. Die Feststellung der #-Kurve ist die ge- 
eignetste Form, um das acidimetrische Verhalten irgend einer Lésung 
fir gegebene Versuchsbedingungen kennenzulernen. 

Das Produkt der vollistindigen EiweiBhydrolyse. Unterwirft man 
einen EiweiBkérper der vollstindigen Hydrolyse, so erhalt man ein 
Gemisch von Aminosiuren. Bei verschiedenen EiweiBarten ist die 
Zusammensetzung dieses Hydrolysengemisches verschieden. Es ist 
demnach zu erwarten, daB sich fir die Hydrolysengemische verschie- 
dener EiweiBkérper verschiedene @-Kurven ergeben. Um einige solcher 
Kurven kennenzulernen, wurden diejenigen fiir Gelatine, Hihnereier- 
albumin und Weizengliadin ermittelt. Die Eiwei8kérper wurden durch 
20stiindiges Kochen mit konzentrierter Salzsiure hydrolysiert. In 
aliquoten Teilen der resultierenden Flissigkeiten wurde der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt. Sodann wurden Proben der Lésungen mit 
verschiedenen, gemessenen Mengen Natronlauge versetzt und der 
potentiometrischen p,-Messung unterzogen. Aus den erhaltenen Zahlen 
wurden die Werte fiir # berechnet und aus diesen die #-Kurven ge- 
zeichnet. Sie sind nebenstehend wiedergegeben. Die Gewinnung einer 
solchen Kurve soll im letzten Abschnitt noch an Hand eines Beispiels 
gezeigt werden. 

An drei Hydrolysenlésungen, die aus drei verschiedenen Gelatine- 
mengen gewonnen worden waren, wurde ein und dieselbe #-Kurve 
gefunden. Das besagt, daB tatsiichlich dem Hydrolysengemisch eines 
bestimmten Proteins eine ganz bestimmte #-Kurve zukommt. 

Die endgiiltige Beurteilung der jetzt gewonnenen Kurven von 
Hydrolysengemischen ist eigentlich noch nicht méglich, weil die Kurven 
einiger Aminosiuren noch nicht bekannt sind. Trotzdem kann schon 
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jetzt gezeigt werden, welcher Art die Schliisse sind, die sich aus den 
Kurven durch Vergleichung mit den Aminosiurenkurven (Abb. 6) 
entnehmen lassen. 

Der ganze Bau der Kurven dringt zu einer Scheidung in zwei Aste, 
einen links und einen rechts der Achse py = 7,0; anders ausgedriickt, 
in einen Ast fiir saure Lésungen und einen fiir alkalische Lésungen. 

Ich beginne mit der Betrachtung des sauren Astes der Kurven. 
Es sei einmal angenommen, statt des Hydrolysengemisches hatte eine 
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Abb. 6. Kurven von Eiweif$hydrolysengemischen, 
d.h. von den Produkten der vollstindigen Hydrolyse mit Salzsaure aus 
Gelatine (—), Albumin (—), — — — Gliadin (—). 




















Glykokollésung von gleichem Stickstoffgehalt vorgelegen. Dann hatte 
sich die Glykokollkurve ergeben miissen. Wir wollen nun tberlegen, 
wie sich die Glykokollkurve andern miiBte, wenn das Glykokoll in 
verschiedenem AusmaBe durch andere Aminosauren ersetzt wiirde, immer 
so, daB die Gesamtstickstoffmenge die gleiche bliebe. Da wir die Kurven 
auf den Stickstoffgehalt beziehen, ist nur ein solcher Ersatz gleichwertig. 

Die «-Aminogruppe des Glykokolls besitzt von den «-Amino- 
gruppen simtlicher Aminosiuren den héchsten m-Wert: 2,41. Von 
den Kurvenziigen der a-Aminogruppen liegt also der fiir das Glykokoll 
am weitesten rechts. Von den a-Aminogruppen kommt somit fiir ein 
bestimmtes py, stets der des Glykokolls der héchste Salzsiureverbrauch 
zu. Eine Erhéhung des absoluten Betrages der #-Werte (d. h. wenn 
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man vom negativen Vorzeichen absieht) des sauren Astes der Glykokoll- 
kurve kann daher niemals dadurch bewirkt werden, daB die a-Amino- 
gruppe des Glykokolls durch die einer anderen Aminosiure ersetzt wird. 

Die #-Werte, immer absolut genommen, des sauren Astes der 
Glykokolikurve kénnen vielmehr nur dadurch erhéht werden, dab 
an Stelle des Glykokolls Aminosiuren mit solchen Acidolytgruppen 
eintreten, deren m-Werte zwischen 2,41 und 7,0 liegen. Davon kommen 
von den untersuchten Aminoséuren nur die Monoaminodicarbonséiuren 
und das Histidin in Betracht. 

Die Dicarbonséuren erhéhen den Kurvenast in erster Linie zwischen 
den Stufen 5 und 3, das Histidin zwischen 7,0 und 5,0. 

Tritt an Stelle des Glykokolls eine andere Aminosiure als die 
genannten ein, so miissen immer die #-Werte des sauren Kurvenastes 
erniedrigt werden. Auf welche Weise diese Erniedrigung im Einzel- 
falle stattfindet, ist nun leicht herzuleiten. 

Uber den alkalischen Ast der Kurve lassen sich ganz entsprechende 
Betrachtungen anstellen. 

Bemerkenswert ist, daB sich im alkalischen Gebiete leicht eine 
Gesamttitration der Aminoséuren ausfihren laBt, zwischen 7,0 und 
11,5 oder 12. Da bei dieser Titration auch die mehr als ein Stickstoff- 
atom enthaltenden Molekiile von Arginin, Lysin, Histidin und Trypto- 
phan je ein Molekil Titer verbrauchen, wird diese Titration einen 
Anhalt fir die Menge dieser Aminosiuren bieten kénnen. 

Nun soll noch ein Beispiel fir die zahlenmaBige Auswertung der 
Kurven gezeigt werden. 

Die Kurve fiir das Hydrolysengemisch des Gliadins zeigt im Gegen- 
satz zur Glykokollkurve zwischen Stufe 5 und Stufe 3 eine starke 
#-Anderung. Diese kann von den untersuchten Aminosiuren nur 
durch die Monoaminodicarbonsiuren bewirkt werden. 

Die folgende Ubersicht bringt einige @-Anderungen der Kurve, 
gerechnet von py = 7,0 bis zu py-Werten der genannten Zone, ohne 
Ricksichtnahme auf das Vorzeichen. 

Diesen Werten aus der Kurve sind die entsprechenden #-Ande- 
rungen gegeniibergestellt, die reiner Asparaginsiure und reiner Glut- 
aminséure zukommen wiirden. 





Von Pu = 70 0.Anderung ae 
bis PH Aus der fir reine fur reine 
Kurve Asparaginsiure Glutaminsaure 


4,75 0,052 0,075 0,177 
4,50 0,075 0,130 0,280 
4,25 0,102 0,210 0,410 
4,00 0,145 0,320 0,541 
3,75 0,190 0,460 0,702 
3,50 0,245 0,620 0,835 
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Die Tabelle gibt beispielsweise an, daB fir py, = 4,50 die #-Anderung 
0,130 ware, wenn das Gemisch nur aus Asparaginsiure bestande; oder 
besser, wenn der gesamte vorhandene Stickstoff als Asparaginsiure 
stickstoff vorlage. Hiernach kann man ausrechnen, wieviel Asparagin- 
siure das Hydrolysengemisch enthalten miBte, wenn seine #-Anderung 
fir py = 4,50, die 0,075 betrigt, allein auf ihrem Asparaginsiuregehalt 
beruhen wiirde. Es ergibt sich, daB dann der Anteil der Asparagin- 


0,075 , 
sure an Gesamtstickstoff —— = 0,577 betragen wiirde oder 57,7 Proz. 


Mehr Asparaginsiure kann im Hydrolysengemisch keinesfalls vorhanden 
sein, denn sonst miBte die #-Anderung gréBer sein. 

Auf diese Weise kénnen nun aus den Werten obiger Ubersicht 
fiir die verschiedenen p,-Stufen Maximalwerte der Beteiligung der 
Asparaginsiiure und der Glutaminsiure berechnet werden. Dabei 
ergeben sich folgende Zahlen: 


Maximale Beteiligung am Gesamtstickstoff in Prozenten. 














Fir py = || Asparaginsiure | Glutaminsiure | Fir py; = || Asparaginsiure | Glutaminsiure 
475 | 693 29,4 400 || 453 26,8 
450 || 57,7 26,8 375 || 413 27.1 
4,25 48,6 26,8 350 || 396 27,7 


Da keine dieser Zahlen von dem wirklichen Gehalt iiberschritten 
werden kann, resultieren jetzt also als Maximalwerte fiir Asparagin- 
siiure 39,6 Proz., fir Glutaminsiure 26,8 Proz. Sind gleichzeitig beide 
Sauren zugegen, dann reduzieren sich die Maximalwerte fiir die ein- 
zelnen noch weiter. Der héhere Wert fiir Asparaginsiure gibt vorliufig 
auch einen Maximalwert fiir die Beteiligung der Monoaminodicarbon- 
siuren insgesamt an. 

Ich nehme nun an, dab beim Hydrolysengemisch des Gliadins 
zwischen 7,0 und 3,5 sich keine weiteren Aminosiuren merklich am 
Titerverbrauch beteiligen. Um das genau festzustellen, miBte man 
erstens auch die noch fehlenden Aminosaiurenkurven kennen; zweitens 
miBte man noch eingehendere Messungen am Hydrolysengemisch an- 
stellen. Jedenfalls kann man aber sagen, daB eine eventuelle Beteiligung 
anderer Aminosduren unbetrachtlich ist. 

Die Kurve der Glutaminsiure ist bei den betrachteten p,,-Werten 
flacher als die der Asparaginsiure. Wir fassen nun die bei Stufe 4,50 
gefundene Maximalzahl 26,8 Proz. fir Glutaminsiure ins Auge. Wenn 
von den beiden Monoaminodicarbonsiuren nur die Glutaminsiéure zu- 
gegen ist, muB diese Maximalzah] den wirklichen Glutaminsduregehalt 
angeben und wir miissen bei den itibrigen Kurvenstellen, an denen 
die Glutaminsaure allein wirksam ist, die gleichen Maximalwerte finden ; 
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dies ist auch bis zu Stufe 3,75 tatsichlich der Fell. Ware hingegen 
ein Teil als Asparaginsiiure vorhanden, dann miiBte die Kurve steiler 
sein und bei Stufe 3,75 z. B. miiBte die Maximalzahl fiir Glutaminsiure 
gréBer als bei 4,50 sein. 

Aus den gefundenen Zahlen ist also zu schlieBen, daB im Hydrolysen- 
gemisch des Gliadins Asparaginsiure nicht in betrichtlicher Menge 
vorkommt und daB sich die Glutaminsiure mit 26,8 Proz. am Gesamt- 
stickstoff beteiligt. 

Diese Betrachtungen sollen keine endgiiltigen Resultate darstellen, 
sie sollen nur zeigen, auf welche Weise die Kurven solcher Gemische 
ausgewertet werden kénnen. Die endgiiltige Beurteilung der Kurve 
ist erst dann méglich, wenn die Kurven der simtlichen einzelnen 
Aminosaiuren bekannt sind. Zu diesem Zwecke miissen auBerdem die 
Kurven der Hydrolysengemische noch eingehender untersucht werden. 
Sie kénnen bei geeigneter Wahl der Mengenverhiltnisse noch mit 
gréBerer Genauigkeit festgestellt werden. 

Der Hauptzweck dieser Versuche war jedoch ein anderer: es 
solite festgestellt werden, ob eine Unterscheidung der verschiedenen 
EiweiBkérper auf Grund derartiger Kurven méglich ist. Die gezeichneten 
Kurven fiihren zu dem SchluB, daB dies der Fail ist. Bei Stufe 4,0 
z. B. zeigt die Kurve fiir Gelatine den Wert @ = — 0,075, die fir 
Albumin den Wert # = — 0,105, die fir Gliadin den Wert #@ = — 0,145. 
Von den drei EiweiBarten mége nun je so viel angewandt werden, als 
10 Millimolen Stickstoff = 0,140 g entspricht, das ist je etwa lg 
EiweiB. Dann wiirden bei Titration der Hydrolysengemische von 7,0 
auf 4,0 folgende Mengen Salzsiiure verbraucht: Von der Gelatine 
7,5cem n/10; vom Albumin 10,5 ccm n/10; vom Gliadin 14,5 cem n/10. 
Das sind deutliche Unterschiede, die sich durch einfache Indikatoren- 
titration leicht feststellen lassen. Es darf also gesagt werden, daB die 
#-Kurven der Hydrolysengemische eine Charakterisierung der Eiweip- 
kérper erméglichen. 

Es wurde schon darauf hingewiesen, daB eine Variation der Versuchs- 
bedingungen fiir die Titration der Aminoséuren viele weitere Méglich- 
keiten bietet. Das gleiche gilt natiirlich auch fiir die Kurven der 
Hydrolysengemische. Man wird dann eventuell einerseits aus ihnen 
mehr iiber die Zusammensetzung der Gemische erfahren, andererseits 
werden sie vielleicht noch besser zur Charakterisierung verschiedener 
EiweiBarten geeignet sein. 

Unverseifte EiweiBkérper. Auf die gleiche Weise wie fiir die Hydro- 
lysengemische wurden auch fiir einige unverseifte EiweiBkérper die 
#-Kurven festgestellt, fiir Albumin, Gliadin und Casein. Ob die an- 
gewandten Priiparate einen scharf definierten und leicht wiederholbaren 
Zustand dieser EiweiBkérper darstellten, soll jetzt dahingestellt bleiben. 











478 P. Hirsch: 


Es sollten auch nicht die Kurven der drei Proteine endgiiltig fest- 
gestellt werden, es sollte nur das Verhalten der Kurven von EiweiB- 
kérpern tiberhaupt studiert werden. Proben der drei Substanzen 
wurden in n/10 NaOH gelést und verdiinnt. In den erhaltenen Lésungen 
wurde wieder der Stickstoffgehalt bestimmt und zur Gewinnung von 
%-Werten genau wie bei den Hydrolysengemischen verfahren. Die 
erhaltenen Kurven sind abgebildet. 

Die Ausflockungszone, an die sich die Messungen von beiden 
Seiten her annaherten, ist bei den Kurven ausgespart. 

+ OM . - 
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Abb. 7. %-Kurven unverseifter Eiweifkérper. 
1. Albumin. ----- 2. Gliadin. — — — 3. Casein. 





Aus den Kurven der drei Eiwei8kérper ist zu schlieBen, daB mit 
steigendem py fortschreitend immer mehr saure Gruppen des Eiweib- 
molekiils erschlossen werden. Fir die basischen Gruppen gilt das 
analoge. Schon zwischen dem Ausflockungsgebiet und Stufe 7,0 treten 
Acidolytgcuppen in Wirksamkeit ; von den drei untersuchten Beispielen 
am meisten beim Casein. Die m-Werte dieser Gruppen liegen zwischen 
5 und 7. Bei Stufe 12 scheint ein Maximum der Laugebindung noch 
nicht erreicht zu sein. Man begegnet in der Literatur der Auffassung, 
man kénne die Saurewirksamkeit eines Eiwei®kérpers durch eine einzige 
Konstante charakterisieren. Diese Ansicht ist demnach irrig. 

Man kann vielleicht durch die #-Kurven auch Aufschliisse tiber 
den Bau der EiweiSkérper erhalten. Beim Casein betrigt beispiels- 
weise zwischen Stufe 5,13 und Stufe 12,1 die Gesamt-#-Anderung 0,180. 
Auf 100 Stickstoffatome des Caseins treffen also wenigstens 18 wirk- 
same saure Gruppen. Die Anzahl der simtlichen >>CO-Gruppen des 
EiweiBmolekiils, die nach vollstandiger Hydrolyse als COOH-Gruppen 
vorliegen, ist ungefiihr ebenso groB wie die der N-Atome. Nimmt 
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man nun an, daB die sauren Wirkungen des EiweiBmolekiils, abgesehen 
von wenigen etwaigen phenolischen Hydroxylgruppen, durch die 
>CO-Gruppen bedingt sind, so kommt man zu dem SchluB, daB beim 
Casein wenigstens 18 Proz. der >>CO-Gruppen zu reagieren vermégen. 

Es ist ferner anzunehmen, da8 die sauren und basischen Wirkungen 
des Proteinmolekiils von gewissen Atomgruppierungen getragen werden, 
die bei den verschiedenen EiweiBarten wiederkehren. Wahrscheinlich 
kommen den verschiedenen, typischen Atomgruppierungen bestimmte 
Konstantenwerte zu. Wenn diese bekannt waren, lieBe die #-Kurve 
Schliisse zu tiber Art und Menge der sauer und der basisch wirksamen 
Atomgruppen des EiweiBimolekiils. 

Die Unterschiede zwischen den Kurven der verschiedenen Eiweib- 
arten sind, nach den drei untersuchten Stichproben zu urteilen, be- 
trichtlich. Die #-Kurven unverdnderter EiweiBkérper erscheinen daher 
zu deren Charakterisierung geeignet. 

Ebenso wie beim Aminoséurengemisch ergibt sich auch hier durch 
Variation der Versuchsbedingungen eine groBe Menge neuer Méglich- 
keiten. 

Es wurden hier Kurven gezeichnet fiir unverseifte Eiwei8korper 
und fir das Produkt ihrer vollstandigen Hydrolyse mit Salzsiure. 
Das sind nur zwei Spezialfille einer neuen Schicht von Méglichkeiten. 
Fiir jedes beliebige, irgendwie erreichte Stadium im Abbau eines EiweiB- 
kérpers kann man genau so wie fiir die behandelten Fille eine #-Kurve 
ermitteln. Man kann die Veranderung der Kurve mit fortschreitendem 
Abbau studieren. Man kann die Proteine auch irgendwelchen anderen 
Vorbehandlungen unterziehen und dann auf charakteristische Kurven 
hin untersuchen. 

Es wire verwunderlich, wenn sich mit der groBen Zahl der ver- 
fiigbaren Moéglichkeiten nicht sehr weitgehende Unterscheidungen 
zwischen den Eiweibkérpern auffinden lieBen. 


Anhang. 
Beispiel fiir die Ermittlung einer 9-Kurve. 

Die Gewinnung der Konstanten und #-Kurven einfacher, chemisch 
genau bekannter Substanzen ist wohl geniigend erértert (S. 443, eingehenderes 
siehe Dissertation). 

Ganz allgemein lassen sich die #-Kurven gewinnen durch experi- 
mentelle Ermittlung einer Reihe einzelner Punkte. Dieses Verfahren ist 
z. B. auch auf Eiwei8lésungen und auf unbekannte Gemische anwendbar. 
Es soll an einem Beispiel demonstriert werden. 

Etwa 6g reinster Gelatine wurden durch 20stiindiges Kochen mit 
konzentrierter Salzsiure am RiickfluBkiihler hydrolysiert. Das Reaktions- 
produkt wurde auf dem Wasserbade eingedampft, mit destilliertem Wasser 
wieder aufgenommen, filtriert und auf 200 ccm aufgefiillt. Die so erhaltene 
Fliissigkeit stellte die Lésung eines Aminosiéiuregemisches unbekannter 
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Zusammensetzung dar. Fiir dieses Hydrolysenprodukt sollte die $-Kurve 
ermittelt werden. 

Zu diesem Zwecke wurde in einer Probe der Lésung nach Kjeldahl der 
Stickstoffgehalt bestimmt. Er ergab sich zu 1,425 Millimol in je 5cem. So- 
dann wurden in sechs Reagenzgliser je 5 ccm der Lésung abpipettiert. Zu 
diesen Proben wurden aus einer Biirette verschiedene, gemessene Mengen 
halbnormaler NaOH gegeben; und zwar zu 

Probe 1 2 3 4 5 6 

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,5 ccm, 
Nach dem Durchmischen wurden diese Proben der potentiometrischen 
Py-Messung unterzogen. Es ergaben sich folgende p,,-Werte: 

1,47 2,09 2,95 8,68 9,82 11,98. 

Probe 1 ergab py = 1,47, war also noch stark sauer wegen der HCl, 
die von dem Hydrolysengemisch beim Abdampfen zuriickgehalten worden 
war. Die Messungsergebnisse sind weiter unten in einer Tabelle zusammen- 
gestellt. Die Werte fiir die Probe 1 und 6 erwiesen sich bei der Umrechnung 
als unbrauchbar, weil auBerhalb des Anwendungsbereiches der Methode 
liegend, und werden vernachiassigt. 

Bei einer zweiten Messungsserie wurde die Abstufung der NaOQH- 
Mengen so gewahlt, daB Zwischenwerte an jenen Stellen der ersten Messungs- 
serie erhalten wurden, wo sie am wiinschenswertesten erschienen. Die 
Auswertung der gefundenen Zahlen zeigt die folgende Tabelle: 





Pu t v r a’ 0 
2,09 1,00 12 1,10 0,386 — 0,527 
2,95 2,00 14 2.01 0,706 — 0,207 
4,13 2,40 34 2,04 0,842 — 0,071 
6,53 2,60 36 2,60 0,912 — 0,001 
8,33 2,80 38 2.80 0,982 + 0,069 
8,68 3,00 16 3,00 1,052 + 0,139 
9,30 3,40 16,8 3,40 1,193 | + 0,280 
9,82 4,00 18 4,00 1,404 + 0,491 


Py ist die an der Mischung gemeszene Wasserstoffetufe. ¢ gibt die 
zu 10cem Lésung gefiigte Menge NaOH in Kubikzentimeter n/1 an. 
v ist das dabei erreichte Volumen in Kubikzentimetern. Aus diesen 
Zahlen wurde nun (nach 8. 464) s berechnet, unter Beachtung des Vor- 
zeichens. Die gebundene Titermenge r ergab sich dann als r = t — 8; 
r ist in Kubikzentimeter n/l angegeben. 0’ wurde alsr/a« berechnet. Es gibt 
also an, wieviel Mole NaOH pro Mol Stickstoff verbraucht wurden, vom 
Anfangszustand der Lésung an gerechnet. @ sol) jedoch auf den Zustand 
neutraler Reaktion bezogen werden. Zu diesem Zwecke wurde anhand 
einer graphischen Skizze festgestellt, fiir welchen Wert von #’ der Fall 
Py = 7,0 eingetreten ware. Es ergab sich: bei 0’ = 0,913. Ich setze nun 
also: 0 = # — 0,913, womit das Gewiinschte erreicht ist. 

8 gibt jetzt an, wieviel Mole NaOH pro Mol Stickstoff verbraucht 
worden waren, wenn man von dem Zustand py = 7,0 ausgegangen wire. 

Die #-Werte dieser Tabelle wurden zu den zugehérigen p,,-Werten 
auf ein Kurvenblatt eingetragen. Sie ergaben einen Kurvenzug. Die 
%-Werte aus zwei weiteren Lésungen, die auf gleiche Weise aber aus anderen 
Gelatinemengen erhalten wurden, ordneten sich in den gleichen Kurvenzug 
ein, der, zur Linie ausgezogen, die #-Kurve des Gelatine-Hydrolysen- 
gemisches darstellt. 

















Untersuchungen einiger hochmolekularer Elektrolyte 
mit Hinsicht auf ihre Bedeutung in der Zelle. 


Von 
Harald Hammarsten. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 19. Marz 1924.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die Zelle ist aus Stoffen aufgebaut, die nach bekannten chemischen 
und physikalischen Gesetzen reagieren. Viele von ihnen sind zwar 
wenig untersucht und ihrer Konstitution nach unbekannt. Die Ursache 
dafiir ist vor allem der komplizierte Bau vieler Zellbestandteile. Dieser 
kann aber kaum prinzipiell unbezwingbare Hindernisse fiir die chemische 
Erforschung bieten. Man diirfte deshalb behaupten, daB die Lebens- 
auBerungen der Zelle vollkommen bestimmte Funktionen der chemischen 
Eigenschaften dieser Stoffe sind. Die Kenntnis der rein chemischen 
Eigenschaften und der Konstitution geniigen aber nicht, um einen 
Einblick in das Leben der Zelle zu geben. Diffusions- und Osmose- 
verhialtnisse, Dissoziationszustand — besonders der Gehalt an Wasser- 
stoffionen —, Hydratation und andere Gleichgewichte, welche den 
Zustand der Zelle in mancher Hinsicht bestimmen, sind Faktoren, auf 
deren Studium man sich einrichten muB, um bei der Erforschung der 
Lebensbedingungen der Zelle weiter zu kommen. 

Die Untersuchung der EiweiBkérper in dieser Hinsicht ist bekannt- 
lich schon sehr weit gefiihrt. Von einer besonderen Bedeutung fiir 
das Leben der Zelle miissen. aber solche Stoffe sein, die leicht an 
chemischen und physikalischen Vorgiingen teilnehmen, und eine der- 
artige ,,Aktivitét“ zeigen ja die starken Elektrolyte in sehr hohem 
Grade. Die Eiweifstoffe des Protoplasmas sind aber in erster An- 
naherung neutrale Ampholyte und bei annahernd neutraler Reaktion 
aéuBerst schwache Elektrolyte, wahrend im Zellkern immer relativ 
starke Saéuren, die Nucleinsiuren, und bisweilen auch ausgeprigt 
basische EjiweiBstoffe, z. B. Histon und Protamin, vorkommen. Die 
Kenntnis der Ionenreaktionen dieser hochmolekularen, ausgeprigten 
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Elektrolyte ist also eine notwendige Voraussetzung fiir die Erforschung 
der Lebensprozesse in den Zellkernen. 

Diese hochmolaren Elektrolyte verhalten sich in vielen Hinsichten 
ganz wie anorganische Elektrolyte, eigentiimliche Abweichungen kénnen 
aber nachgewiesen werden. 

Dies gilt z. B. von der Thymonucleinsiéure, einer der wichtigsten 
Bausteine des Zellkerns. Diese Siure ist nach Steudel (1) vierbasisch. 
Eine gute Auffassung der Starke wurde erhalten, seitdem es 2. Ham- 
marsten (2) gelungen ist, die Dissoziationskonstanten der Sure mit 
ziemlich groBer Genauigkeit zu messen. Nach diesem Verfasser sind 
fiir die Thymonucleinsiure k, = 4,3. 10-9, ky = 2,2.10~-*. Eine so 
starke Saéure muB sehr groBes Reaktionsvermégen haben. Die Salze 
miissen in Wasserlésung stark dissoziiert sein und sollten einen groBen 
und nach Donnans Gesetz fiir die kleinsten Veriinderungen in den 
Ionenkonzentrationen sehr empfindlichen osmotischen Druck geben. 
Die physikalisch-chemischen LEigenschaften dieser Saure sind von 
E. Hammarsten (2) eingehend untersucht worden. 

GroBe Schwierigkeiten sind aber mit den Untersuchungen dieser 
Saure verbunden. Ihre Zusammensetzung ist kompliziert, Molekular- 
gewicht (etwa 1400) und Konstitution sind nicht sicher festgestellt. 
Eine mathematische Behandlung der Resultate wird deshalb in vielen 
Fallen unméglich. Die Saure ist weiter in Wasser nur als kolloide 
Suspension ldéslich. Die oben angefihrten Dissoziationskonstanten 
sind deshalb ,,scheinbare**. Weiter ist z. B. das vierbasische Natriumsalz 
in Wasserlésung teilweise aggregiert und gewaltig hydratisiert, was 
das Leitvermégen des Salzes stark beeinfluBt und somit die Deutung 
der Resultate erschwert. 

Es wire deshalb fiir ein vollstandigeres Verstehen der Rolle der 
Nucleinsiéuren in den Zellen sehr wiinschenswert, noch eine derartige 
Saure zu untersuchen, die auch in bezug auf Konstitution und Molekular- 
gewicht sicher bestimmt ist und sich in Wasser molekulardispers auflést. 

Eine Nucleinsiure, die sich fir eine solche Untersuchung eignet 
und sogar die aufgestellten Forderungen wohl erfiillt, ist die von Bang (3) 
zuerst gefundene, von Steudel (4), Feulgen (5) und anderen naher unter- 
suchte Guanylsiure (C,)H,,O,N,P = 363,2). Eine Untersuchung 
dieser Séure erhilt auch dadurch biologisches Interesse, weil es nicht 
unméglich ist, daB sie als selbstaéndiges Mononucleotid in der Zelle 
vorkommen kann, z. B. in Pankreas, und nicht nur ein kiinstliches 
Abbauprodukt anderer Nucleinsiéuren darstellt'). Ein ganz besonderes 
Interesse mu8 die Untersuchung durch Vergleichung mit den Resultaten 
tiber Thymonucleinsiure von ZL. Hammarsten erhalten. 


') Die Meinungen hieriiber sind verschieden (4) bis (6). 
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Diese Siure verhilt sich in vielen Hinsichten, z. B. in bezug auf 
den osmotischen Druck, abnorm, indem der Druck niedriger ist als der 
fir nur die H-Ionenkonzentration berechnete. Die vorliegende Unter- 
suchung wird zeigen, daB Guanylsiure in denselben Hinsichten vdollig 
normal ist. Diese Verschiedenheit der beiden Sauren JaBt sich mit 
Wahrscheinlichkeit wenigstens teilweise auf ihre verschiedenen Mole- 
kulargréBen zuriickfihren. 

Um einen tieferen Einblick in diese Verhaltnisse zu gewinnen, 
wiirde es am niichsten liegen, Nucleinsiuren mit MolekulargréBen 
zwischen den beiden genannten zu untersuchen. Eine mit nicht zu groBer 
Schwierigkeit zugingliche Nucleinsiure von dieser Eigenschaft, die 
sich in tibrigen Hinsichten fir eine physikalisch-chemische Unter- 
suchung eignet, gibt es, so viel ich wei, nicht, und um die Sache ver- 
folgen zu kénnen, muBte ich deshalb zu anderen Kérperklassen tber- 
gehen. 

Ich habe dann als geeignete Substanzen die in gewissen Zellen 
vorkommenden basischen EjiweiBkérper Histon und Protamin und 
die beiden Gallensiuren Glykochol- und Taurocholsiure fiir die Unter- 
suchung gewahlt. 


1. Bereitung der Guanylsiure. 
Darstellung des sekunddren Natriumsalzes der Guanylsdure in reinem Zuctande. 

Als Ausgangsmaterial diente hefenucleinsaures Natrium, von der 
chemischen Fabrik ,,Astra‘: (Sédertilje) bezogen. Aus dem Na-Salze 
der Hefenucleinsiure kann man nach Steudel und Peiser (4) guanyl- 
saures Natrium durch eine einfache Ausfillung mit Natriumacetat 
gewinnen. Als ich eine Lésung des genannten Praparats nach ihrer 
Vorschrift bis zu einer Konzentration von 20g auf 100 ccm mit 
Natriumacetat versetzte, entstand gar keine Fallung. Erst bei einem 
Acetatgehalt von 50 Proz. schied sich eine klebrige Masse aus, die aber 
nicht aus guanylsaurem Natrium bestand. In meinem Praparat konnte 
die Guanylsaiure deshalb nicht frei vorkommen, aber es zeigte sich, daB 
man sie daraus durch Hydrolyse leicht gewinnen konnte. Durch Vor- 
versuche fand ich folgendes Verfahren, das die bestmégliche Ausbeute 
gab. (Wie ich in einer nach meiner Praparation erschienenen Publi- 
kation gefunden habe, haben auch Steudel und Peiser (6) bei spateren 
Versuchen ihr Priparat zuerst hydrolysieren miissen.) 

Portionen von 200 g hefenucleinsaurem Natrium wurden in je 900 cem 
Wasser mit Hilfe einer Schiittelmaschine gelést, dann 235g festes, kri- 
stallisiertes Natriumacetat und in diinnem Strahl konzentrierte Natron- 
lauge unter stetigem Umriihren zugesetzt, bis die Lésung 5 Proz. NaOH 
enthielt. In einem im voraus erwairmten Autoklaven wurde die Mischung 


nun 30 Minuten bei 100° (Celsius) hydrolysiert, dann rasch gekiihlt und 
bei einer Temperatur von nicht iiber 10° die Natronlauge unter stetigem 
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Umriihren mit 40proz. Essigsiure neutralisiert. Es wurde mehr Essig- 
siure verbraucht, als die berechnete, gegen die Natronlauge aquivalente 
Menge, weshalb die Liésung einfach zu derselben Reaktion auf neutralem 
Lackmuspapier wie die einer Natriumacetatlésung gebracht wurde. Auf 
diese Weise wurde die entstandene Guanylséure médglichst schonend ab- 
gespalten. Das sekundire Natriumsalz fiel schon beim Essigséurezusatz, 
und vollstandiger bei 0°, feinkérnig aus. Das Salz wurde noch dreimal mit 
Natriumacetat wie gewéhnlich umgefallt und dann nach Feulgen (5) weiter 
gereinigt. 

Das tertiare Salz wurde zweimal umkristallisiert und die aus 1000 g 
hefenucleinsaurem Natrium gewonnenen Kristalle in 2800ccm Wasser 
gelést. Dann wurde n/1 Salzsdure so lange zugesetzt, bis eine Probe der 
Lésung bei kolorimetrischem Vergleich (Dibromthymolsulfonphthalein als 
Indikator) eine Wasserstoffionenkonzentration von 10—7 zeigte. Das sekun- 
dare Salz wurde jetzt mit 6000 ccm 96proz. Alkohol ausgefallt, abzentri- 
fugiert, nochmals aus Wasserlésung mit Alkohol gefallt und endlich mit 
absolutem Alkohol und absolutem Ather getrocknet. Nachdem der letztere 
im Vakuum abgedampft war, wurde das Praparat wahrend 2 Wochen 
luftgetrocknet. Es enthielt trotzdem, wie die Analysen zeigen, etwa 10 Proz. 
Wasser. 


Analysen. 
0,0953 g Substanz verbrauchten (Kjeldahl) 10,46 cem n/10 HC! 
= 15,38 Proz. N. 
0,0872 g Substanz verbrauchten (Kjeldahl) 9,57 ccm n/10 HCl 
= 15,38 Proz. N. 
0,0800 g Substanz verbrauchten (Kjeldahl) 8,72 ccm n/10 HCl 


= 15,27 Proz. N. 
0,0840 g Substanz verbrauchten (Kjeldahl) 9,19 cem n/10 HCl 
= 15,33 Proz. N. 
Mittelwert 15,34 Proz. N. 

0,3190 g Substanz gaben (Woy) 0,0751 g Mg,P,O,; 6,56 Proz. 

0,3191 g ” 9 » 00,0778 ¢ » 6,80 ,, 

0,3193 g * o» »  0,0775¢ o» = 6,77 ,, 

0,3234 g o o »  0,0800 g - 6,90 _ ,, 

Mittelwert 6,76 Proz. P 

Bei Verbrennung mit H,SO, und Na-Bestimmung wurden folgende 
Werte erhalten: 

0,9200 g Substanz gaben 0,2726g Na,SO, = 9,59 Proz. Na 

0,9900 g = »  0,2918¢ - = 9,54 ,, ” 

0,9563 g ieee eg 

Mittelwert 9,57 Proz. Na 

0,9121 g Substanz wurden verbrannt und auf Chior analysiert, 
0,44cem n/l10 AgNO, wurden verbraucht, was 0,11 Proz. Na, an 
NaCl gebunden, entspricht. Also waren in diesem Priparat nur 
9,46 Proz. Na an Guanylsiiure gebunden. Nach den Analysen lassen 
sich folgende Werte fiir N:P und N: Na berechnen. 


N:P = 2,27 (theoretisch 5 N:P = 2,26), 
N: Na= 1,60 ( - 5N:2Na = 1,52). 
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Das Verhiltnis N:P gibt an, daB das Praparat von anderen N- 
oder P-haltigen Substanzen [namentlich Nucleinsiuren]') vollstaindig 
frei war. 

Der Na-Gehalt war ein wenig kleiner als fir reines, sekundires 
Salz, was eine direkte Folge der Darstellungsmethode war, indem die 
Wasserstoffionenkonzentration des reinen, sekundiiren Salzes, wie ich 
spiter fand, etwa 10~-*° und nicht 10-7” sein soll. 

Der Kochsalzgehalt konnte durch Alkoholfillung nicht weiter 
vermindert werden, weshalb dieses Priparat — im folgenden Pri- 
parat A genannt — nur fiir einige der Versuche verwendet werden konnte. 
Fir die meisten Zwecke stellte ich zuerst die freie Séiure dar. Die 
unten ausgefiihrte Praparation der freien Séure war ein wenig um- 
stindlich, erwies sich aber'als die einzige zuverlissige, wenn man ein 
absolut Na-freies Priparat bekommen will: 


Darstellung der freien Guanylsdure. 


10 g des Praparats A, in 200 com Wasser geliést, wurden mit 15 g CuCl,, 
in 50cem Wasser gelist, tropfenweise unter stetigem Umriihren versetzt, 
die Fliissigkeit 30 Minuten intensiv geschiittelt und, da die Fallung des 
Kupfersalzes schwer zu filtrieren war, wiederholt zentrifugiert und die 
Fallung jedesmal mit 4 Volumen Wasser ausgeriihrt. Nach sechs bis sieben 
Waschungen war die Chlorreaktion des Waschwassers ganz verschwunden ; 
nach neun bis zehn Waschungen gingen erhebliche Mengen des Kupfersalzes 
in kolloide Lésung, weshalb ich dann mit dem Waschen aufhérte. Die 
Fallung, mit 200 cem Wasser ausgeriihrt, wurde nun mit reinem Schwefel- 
wasserstoff (aus Na, 5S und H, SO, hergestellt) wahrend 4 Stunden behandelt, 
dann geschiittelt und endlich der Schwefelwasserstoff durch Einblasen 
eines kraftigen Wasserstoffstromes bis zum vollstaéndigen Verschwinden 
des Geruches entfernt. Die graue Fallung bestand aus Kupfersulfid und 
Guanylsaiure. Von der letzteren befand sich auch ein wenig in der Lésung; 
alles konnte doch nicht durch Wasserzusatz gelést werden, da Kupfersulfid 
zugleich kolloidal in Lésung ging. Deshalb wurde zu der Mischung Baryt- 
wasser bis zu schwach alkalischer Reaktion zugesetzt und das Bariumsalz 
der Guanylséure, vollkommen frei von Kupfersulfid, durch Waschung mit 
100 gradigem Wasser im Warmtrichter in Lésung gebracht. 2 Liter Wasser 
wurden verbraucht, wonach nichts mehr in Lésung ging. Die Lésung 
wurde dann mit 3 Liter 96proz. Alkohol bei 0° gefallt, wobei das Salz fast 
quantitativ ausfiel. Nach Abzentrifugieren, Waschen mit Alkohol und Ather 
und Trocknen in CO,-freier Luft wurden 11 g des Bariumsalzes der Guany]- 
siure (Praparat B) gewonnen. 

Fiir jede Versuchsreihe wurde aus diesem Salze, das sich gut aufbewahren 
l4Bt, die freie Séure in folgender Weise gewonnen: 

lg des ,,Priparat B“ wurde mit 60ccem CO,-freien Wassers rasch 
aufgekocht, die Lésung wieder auf 15° gekiihlt (das Salz fiel duBerst fein- 
kérnig aus) und mit n/10 Schwefelsiure versetzt, bis eine filtrierte Probe 


1) Adenylséiure kommt nicht in Frage, weil ihr Natriumsalz sehr leicht 
léslich ist. 
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— ein ziemlich konstanter Mittelwert von mehreren Darstellungen 
wurden verbraucht, wobei die Genauigkeit + 0,05 cem war. Nach Filtrieren 
erhalt man eine etwa 0,015 molare oder 0,6proz. Lésung, die bei Zimmer 
temperatur beinahe gesattigt war und, wie Proben im Interferometer 
zeigten, sich mehrere Tage bei 18° ohne Zersetzung aufbewahren 1laBt. 
Die Konzentration der Lésung wurde aus drei Stickstoffanalysen erhalten. 
Dann konnten die Na-Salze durch Zusatz einer berechneten Menge NaOH 
dargestellt werden. 


2. Dissoziationsgleichgewicht der Guanylsiure. 


Nach Levene und Jacobs (7) besteht das Guanylsiiuremolekiil aus 
1 Mol. d-Ribose, woran teils 1 Mol. Phosphorsiure, teils 1 Mol. Guanin 
gebunden sind, nach dem Schema: 


Phosphor: 
saure d-Ribose Guanin Guanylsaure 
H,PO, + C,H,,0, + C;H,;N,0 = 0>>PO—C,H,O,—C;H,N,O + 2H,0. 


Die Saure bildet nun bekanntlich mit zwei Aquivalenten einer Base 
neutrale Salze, was der Dissoziation der zwei Wasserstoffatome aus 
dem Phosphorsiurerest entspricht. Da die Saure in Wasserlésung 
stark sauer reagiert, muB wenigstens das eine Wasserstoffatom stark 
abdissoziiert sein. Die Saure bildet aber, wie Feulgen (5) gezeigt hat, 
Salze auch mit einem dritten Aquivalenten der Base. Da diese stark 
alkalisch reagieren, miissen sie von einem sehr schwach abdissoziierten 
Wasserstoffatom, vielleicht aus dem Guaninrest, stammen. 

Schon aus einer solchen Erwiagung ist es leicht verstiandlich, daB 
diese drei Wasserstoffatome der Saure sehr verschieden stark als Ionen 
abgestoBen werden. Einige Vorversuche gaben fiir die Dissoziations- 
konstanten Zahlen, die sich der GréBenordnung nach wie 10®: 10°: | 
verhielten. Die theoretische Ableitung wird dadurch wesentlich ver- 
einfacht, indem in gewissen Wasserstoffionenkonzentrationsgebieten die 
Dissoziation des einen oder des anderen Wasserstoffatoms unberiick- 
sichtigt gelassen werden kénnen. 

Der Ubersichtlichkeit wegen habe ich die folgende Herleitung an- 
finglich zu einer generellen Formel gefiihrt, wonach fiir jeden besonderen 
Fall zulissige Approximationen ausgefiihrt sind. Diese, wie alle Be- 
rechnungen von Dissoziationsgleichgewichten in vorliegender Arbeit 
sind nach den klassischen Theorien von Arrhenius und Guldberg-Waage 


ausgefiihrt. 
Die molare Konzentration der Siaure sei c, (Grammolekiile pro 
Liter). 
Die Aquivalentkonzentration der Base sei c, (Grammiaquivalente 
pro Liter). 


Die Wasserstoffionenkonzentration sei a (Grammionen pro Liter). 
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Die Dissoziationskonstante seien bzw. k,, k, und ks, die Disso- 
ziationsgrade der drei Salze B,, 8, bzw. B,. Die Saure werde der Einfach- 
heit wegen H,G geschrieben, welche Bezeichnungsweise im folgenden 
iiberall angewandt wird. 

In einer Lésung von H,G + NaOH befinden sich dann folgende 
Ionen- und Molekilarten: H,G, NaH,G, Na,HG, Na,G, H’, Na, 
OH’, H,G’, HG’, G”. 

Wenn Konzentrationen durch Klammern angegeben werden, gilt : 

a.({OH] =k, (1) 
a.{H, G’)} k,(H,G] | Nach dem Gesetz (2) 
a.{HG’} k,|H, G'] {| der Massenwirkung. (3) 
a.{(G"| k,|HG") (4) 
[H, G] + [Na H, G} + (Na, HG] + (Na, G) | Kon- (5) 
+ [H, G’] +- [HG"] + [G’"] = ¢, ! zentrations- * 
[Na’] + [NaH, G] + 2{Na,HG] + 3[Na,G] = c, | bedingungen. (6) 
(H’) + [Na] = [OH] + [H, G')| Elektroneutralitits- (7) 
+ 27H G") + 3[G"] bedingung. 
(H, G] = A, ((H, G) + [Na H, G)) (8) 
[HG"] = p, ((HG") +- [Na, H G)) (9) 
[G"] = Bs([G"] + [Na G)) (10) 

Die Dissoziationsgrade #,, Bz, B, sind hier definiert als das Ver- 
haltnis der Konzentration eines gewissen Anions zu der gesamten Menge 
dieses selben Ions, die entstehen wiirde, wenn das entsprechende Salz 
volistandig dissoziiert wire. 

Sind a, ¢,, ¢y, B,, B, und B, bekannt, erhalt man also 12 Unbekannte 
und 10 Aquationen. Nur wenn zwei der Dissoziationskonstanten ver- 
nachlissigt werden kénnen oder schon gemessen sind, kann also die 
dritte bestimmt werden. 

Das Aquationssystem (1 bis 10) gibt beim Solvieren: 

ak, 2a.k,k, 3k, kk, b. 
: T t he akan 
By By Bs tate 6 
ak, ak,k,  &,kk, Cy 
By Bz Bs 


Besondere Fille: 
c 
aye, (cy ~ 3)" 


Da die Lésung stark sauer ist, kann nur das erste Wasserstoffatom 
sich als Ion bemerkbar machen. Dann wird (11) auf 


a® + 


ky _ 4+% 
p,a + k, aT 


(12) 


vereinfacht. 
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Dieser Fall eignet sich besonders gut fir die Bestimmung der 
ersten Dissoziationskonstante. 

Die Lésung der freien Saure kann zu diesem Zwecke nicht gebraucht 
werden, da auch die kleinsten Uberschiisse an H,SO, oder Ba(OH), 
sich dann sehr geltend machen. Da die Dissoziationsgrade der Natrium- 
salze, B,, B, und B;, in den Lésungen nicht bestimmt werden kénnen, 
habe ich sie im folgenden iiberall gleich 1 gesetzt, was nach Messungen 
an dem sekundiren Salze (s. unten) in diesen verdiinnten Lésungen 
keinen erheblichen Fehler verursachen kann. 

b) ¢g =¢, =c’ (das Salz NaH,G). 

Die Lésung ist ziemlich schwach sauer, weshalb auch das zweite 
Wasserstoffatom merklich dissoziiert. Fiir die Berechnung der Wasser- 
stoffionenkonzentration des primiren Salzes erhalt man dann aus (11) 


a® + a®(k, +¢)+ak,k,—ck, k, = 0. (13) 


In nicht allzu verdiinnten Lésungen kann man diese Gleichung 

weiter auf 
a? — ky ky s hy (14) 
vereinfachen. 

c) 2¢, >cg> ¢. 

Wenn a nicht zu fern von 10~° liegt, was c, Y %/, c, entspricht, 
kann a im Vergleich mit k, unberiicksichtigt gelassen werden. Die 
Lésung ist aber noch so sauer, daB das dritte Wasserstoffatom nicht 
merkbar dissoziiert. Dann erhilt man aus (11) 


Bes 
a(a +e, +— —¢) 
Ce in Oude Re COM) 


a 


Dieser Fall und diese Formel ist fir die &,-Bestimmung zu ver- 


k,, 
wenden, wobei im allgemeinen a und - als Addende gegen c, und c, 
vernachlassigt werden kénnen. 

d) Will man aus den Dissoziationskonstanten die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des sekundiren Salzes, NagHG, bestimmen, kann 
man (11) nach absteigenden Potenzen von a ordnen und Termen, die 
auf das Resultat innerhalb der Versuchsfehler nicht einwirken, aus- 
schlieBen. Dann ergibt sich (c, == 2¢, = 2c”) 


ah se xo T Ko (16) 


c 











) 
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e) 3c, > cy > 2c, (Cy D */2¢,). 
Hier braucht a als Addend gegen a nicht beriicksichtigt zu werden. 


Nach tibrigen erlaubten Approximationen gibt (11): 


rite ky 
2a + 3k, “2 . 
= ' (17) 
Diesen Fall habe ich fiir die k,-Bestimmung gebraucht. 
f) Fir das tertiare Salz gilt endlich (c. — 3¢, = 3c’’) 
a _ a a (18) 
c 


Die Konstanten k,, k, und k, wurden aus den Formeln (12), (15), (17) 
nach elektrometrischer Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
(gesaittigte Kalomelelektrode) an verschiedenen, den angefihrten Fallen 
entsprechenden Lésungen berechnet. Bei den Bestimmungen von k, 
und k, war es notwendig, bei KohlenséiureabschluB zu arbeiten. Die 
Uberfithrung der Lésungen vom MeBkolben zur Wasserstoffelektrode 
geschah deshalb unter Anwendung von Hebern und Natronkalk- 
réhrchen. Auf Grund der Schwerléslichkeit der Guanylsiure konnten 
nur verdiinnte Lésungen untersucht werden, was fiir die Genauigkeit 
der Resultate unvorteilhaft war. Die Ablesungsgenauigkeit war deshalb 
im allgemeinen nicht gréBer als + 0,5 Millivolt. Um einen guten 
Mittelwert zu bekommen, wurden deshalb ziemlich viele Messungen 
ausgefihrt. Die Versuchstemperatur war 20°. 

Die in den Tabellen I bis III angefiihrten Resultate sind aus drei 
zu verschiedenen Zeiten dargestellten Guanylsiurelésungen erhalten. 


Tabelle I. 
Bestimmungen der ersten Dissoziationskonstante der Guanylsaure (k,) bei 20°. 








Abweichung vom 


¢, . 108 Co . 108 Co = Cy a. 108 ky, . 108 Mittelwert 
4k, . 18 

13,95 6,07 0,44 2,82 4.95 + 0,50 
12,40 5,77 0,47 2,46 4,86 + 041 
10,85 4,25 0,39 2,63 4.56 +011 
9,30 4.25 0,46 2.00 4,10 — 0,35 
7,75 3,14 0,41 2,00 3,94 —O051 
4,75 0,70 0,15 2,38 4,39 — 0.16 
7,12 2,00 0,28 2,49 4,25 — 0,20 
ae | 0,26 2,65 4,61 + 0,16 
7,12 3,50 0,49 1,68 4,49 +. 0,04 
285 | 1,50 0,53 0,85 4,00 — 0,45 
3,20 1,49 0,47 1,11 4,81 + 0,36 


Mittelwert k, = (4,45 + 0,10). 10-3 
Biochemische Zeitschrift Band 147. 32 
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Tabelle II. Bestimmungen der zweiten Dissoziationskonstante 
der Guanylsaure (k,) bei 20°. 





c; . 108 Co . 16 Cp: Cy a .10 kz . 107 Niky . 10 
7,12 7,50 1,05 10,4 6,0 —22 
7,12 8,00 1,12 6,72 9.6 +14 
7,12 8,50 1,19 4,08 9,8 + 1,6 
4,75 5,10 1,07 8,40 6,9 —13 
4,75 5,30 1,12 5,78 7,7 — 05 

12,40 16,29 131 1,86 8.5 + 03 

10,85 14,98 1,38 1,41 8,7 + 05 
9/30 11.64 1.25 2'51 8.4 +02 
7.75 11.23 145 | 108 86 404 
6,20 7,39 1,19 3,16 75 — 0,7 


Mittelwert k, — (8,2 + 0,3). 10-7 


Tabelle III. Bestimmungen der dritten Dissoziaticnskenstante 
der Guanylséure (k;) bei 20°. 





c, . 18 Co . 108 C2 2 Cy a . 1010 ky . 1010 Ik, . 1010 

10,85 23,78 2,19 6,61 1,6 — 0,4 
9,30 21,45 2,31 4,27 1,9 — 0,1 
7,75 16,19 209 | 151 TR ae 
6,20 14.88 240 | 339 22 +02 
4,65 9,31 2,00 135 2,2*) | + 0,2 
4,75 11,20 2,35 3,80 2,1 + 0,1 
4,75 12,50 2,63 1,43 2.6 + 0,6 
712 16,30 2,29 5,06 2,1 + 0,1 
7,12 | 17,30 243 | 2.67 2.0 + 0,0 


= 


Mittelwert k, — (2,0 + 0,1). 10-1 
*) Nach Forme! 16. 


Der mittlere Fehler des Mittelwertes wurde nach der Formel 
y= (4k)? 
n(n — 1) 
Die Bestimmung von &, ist natiirlich viel genauer als die von k, 
und ks. 

Trotz ihrer MolekulargréBe ist die Guanylsiure also eine der 
starksten organischen Sauren, die in der ersten Stufe etwa 250mal 
stirker als die Essigsiure und dreimal starker als Malonsiure dissoziiert. 
Das zweite Wasserstoffatom wird etwa neunmal stirker als das ent- 
sprechende bei Phosphorsiure abgestoBen. Die dritte Dissoziationsstufe 
endlich entspricht einer sehr schwachen Saure, was auch zu erwarten 
war, da diese Dissoziation nicht vom Phosphorsdurerest herkommt. 

Wegen ihrer starken Dissoziation hat die Guanylsiure groBe 
Méglichkeiten, auch mit ziemlich schwachen Basen bestiindige Salze 
zu bilden, und hat tiberhaupt ein bedeutendes chemisches Reaktions- 
vermégen, was fiir das Vorkommen dieser und anderer Nucleinsaéuren 
im Zellkern sicher von gréBter Bedeutung ist. Die Saure ist nur sehr 
wenig stirker als die Thymonucleinsiure. 





berechnet. 
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Tabelle IV zeigt einen Vergleich zwischen den Dissoziations- 
konstanten von Guanylsiure und Thymonucleinsiure. Bei der letzteren 
Saure liegen k, bis k, viel niher aneinander, was auf ihrer Eigenschaft 
als Polyphosphorsiure beruht. 

Tabelle IV. 


Dissoziationskonstante der Guanylsiure und Thymonucleinséure (20°). 





ciate k, = 4,45 2 | ky = 20 
Guanyisa@ure .... 10-3 _ 10—10 aa 


Thymonucleinsaure . fy ~ - 2. | <2 ~~ - 


Um die Dissoziation der drei Wasserstoffatome bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen tiberblicken zu kénnen, wurden die 


A , 
+ e\\ a, {' a | f i >| 
: Ait ae 


+ -— a | - +— VY] + | 














se. a 2 

Abb. 1 bis 4. Dissoziationszustand der Guanylsiure. 
Dissoziationsgrade «,, @%, «, nach Michaelis(8) als das Verhiltnis 
zwischen den entsprechenden Ionen H,G’, HG” bzw. G” und der 
Totalmenge der Saiure berechnet. Dann ist 


Se = 
1 a : 
k, 


Og 
k, ka ky | ky ky | 
1 

,, Be, bob 


a a® a, 


J 


ec 


= Dissoziationsrest. ) 
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Fir k, = 445.1073, ky = 8,2. 10-7 und k, = 2,0. 10~"° erhiilt 
man die Abb. 1 bis 4, die den Zusammenhang zwischen py (= — log a) 
und «,, G, “3, @ zeigen. 


8. Dissoziationsgleichgewicht des sekundiren Natriumsalzes der Guanylsiure 
(di-Natriumguanylat). 

Die Dissoziation des di-Natriumguanylats wurde durch Messung 
der elektrischen Leitfaihigkeit des Salzes in Wasserlésung berechnet. 

Die Versuchsanordnung war die gewéhnliche mit einer Wheat- 
stoneschen Briicke und Wechselstromtelephon. Es wurden acht Elek- 
troden mit fiir die verschiedenen Verdiinnungen passenden Widerstands- 
kapazititen verwendet. Die letztere GréBe wurde mittels Salzlésungen 
vor jeder Versuchsreihe bestimmt. 

Die Resultate sind in Tabelle V zusammengestellt und in Abb. 5 


1 
graphisch abgebildet. Bedeutung von c, und c, wie oben; es war also 
die Anzahl Liter Wasser, worin 1 g-Aquivalent Natrium gelést war. 


Tabelle V. 
Dissoziationsgleichgewicht des di-Natriumguanylats bei 20°. 





Aquivalent- |  Spezifisches Aquivalentes Dissoziations- 
konzentration v = Ie, Leitvermégen Leitvermogen grad 
2. 104 x. 104 Ay ay 
258 38,8 16,87 65,5 0,70 
156 64 10,84 69,4 0,74 
100 100 7,21 72,1 0,77 
78 128 | 5,77 73,9 0,78 
50 200 3,81 76,2 0,81 
39 256 3,03 77,6 0,83 
25 400 1,99 79.6 0,85 
19,5 512 1,58 80,9 0,86 
12,5 800 1,04 83,2 0,89 
9,75 1024 0,829 85,0 0,91 
6,25 1600 0,554 88.6 0,94 
4,88 2048 0,437 89.5 0,95 
3,12 3200 0,284 | 90,9 0,97 
2,44 4096 0,224 918 0,98 
1,56 6400 0,144(5) 92.5 0,98 
0,00 oo 0,000 | 94,0 1,00 


Versuchstemperatur 20°. Die Werte sind fiir das Eigenleitvermégen 
des angewandten kohlensiurefreien Wassers korrigiert (Mittelwert ge- 
funden x = 1,41. 10~°); so auch fiir die kleine Menge BaSO, der 
Stammlésung (2,4 mg/Liter). 

Die Abb. 5 zeigt den Zusammenhang zwischen c, und 4,. 
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Das Aquivalentieitvermégen bei unendlicher Verdinnung kann 
mit ziemlich groBer Genauigkeit auf 4.. = 94,0 geschiitzt werden, 


or Ager A, 
indem die vier letzten Werte in einer Geraden liegen, a = y wurde 


dann aus der Kurve berechnet. 

Die Dissoziation des di-Natriumguanylats ist demnach vollig mit 
derjenigen eines anorganischen divalenten Salzes ibereinstimmend, und 
zwar ist nach Ostwald-Waldens gy 
Regel hier Ajo24 — Ax = 85,4 
— 64,0 = 21,4 = 2. 10,7in bestem 
Einklang mit der Theorie. 

Aus 4, = 94,0 kann man 
die Wanderungsgeschwindigkeit 
2” des zweiwertigen Guanylat- 
ions berechnen. Wenn die 
Wanderungsgeschwindigkeit des | 
Natriumions (bei 20°) gleich 45,7 | 
gesetzt wird, so erhilt man 2” 
= 48,3. Fir das _ einwertige 
Guanylation dirfte deshalb eine 
etwa halb so groBe Wanderungsgeschwindigkeit bei 20° oder 24,2 an- 
genommen werden. Aus der Atomzahl der Guanylsiure, 38, kann 
man fir das einwertige Guanylation eine Wanderungsgeschwindigkeit 
von etwa 24,5 t 2.5 berechnen [Ostwald (9)]. 
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Dissoziationsgleichgewicht fur di-Natriumguanylat 


4. Léslichkeitsverhiltnisse bei der Guanylsiure. 

Die freie Saure léste sich in Wasser ganz diinnfliissig und klar 
auf. Die Lésung war im Ultramikroskop mit Kardioidkondensator 
véllig optisch leer. Bei NaOQH-Zusatz blieb die Lésung diinnfliissig, 
und es bildeten sich vereinzelte, im Gesichtsfelde bewegliche Licht- 
punkte. Ihre geringe Anzahl zeigte aber, daB sie nur von der winzigen 
Menge einer Verunreinigung herkommen konnten. 

Das primiire Na-Salz, aus dem sekundiren mit Salzsiiure dar- 
gestellt, gelatiniert bekanntlich; ich fand aber, daB auch eine bei 
Zimmertemperatur gesittigte Lésung des sekundiren Salzes, bei Ab- 
kithlung auf 0° und sehr vorsichtiger Wirmung zur Auflésung des 
abgeschiedenen Salzes einen dichten durchsichtigen Kleister bilden 
konnte, der dann aber mit der Zeit wieder dinnfliissig wurde. 


5. Osmotischer Druck der freien Guanylsiure und des sekundiren 
Natriumsalzes. 


Alle Versuche, den osmotischen Druck der freien Saure mit 
Kollodiummembranen direkt zu messen, miBlangen, da die Saure 
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teils zu schnell durch die Membranen diffundierte, teils von denselben 
adsorbiert wurde. 
Dagegen konnte ich die Gefrierpunktserniedrigung einer Wasser- 
lésung der Séure bestimmen (Tabelle VI). 
Tabelle VI. 
Gefrierpunktserniedrigung fiir Guanylsaure. 





Molare Wasserstoff- Gefrierpunktserniedrigung, 4 
Konzentration | ionenkonzentration ; 
C.18 {H"] . 10° Getunden Mittelwert | Berechnet 
15,07 6,31 0,041 .0,040 .0,040 .0,042) 0,041 + 0,001 0,040 
7,53 3,85 0,020 . 0,020 .0,022 .0,019) 0,020 + 0,001 0,021 


Die berechnete Gefrierpunktserniedrigung J ist nach der Formel 
4 =(C + [H)}).1,85 erhalten worden, wobei [H’] direkt elektro- 
metrisch bei 20° gemessen wurde. Es wire richtiger [H ] bei 0° zu messen. 
Dies kann doch keine tiber die Versuchsfehler reichende Anderung der 
Resultate bewirken. Die gefundene Gefrierpunktserniedrigung ist das 
Mittel aus vier um weniger als + 0,003° voneinander abweichenden 
Bestimmungen. Die Ubereinstimmung mit Arrhenius-van ’t Hoffs 
Theorien ist gut. Stiarkere Lésungen konnten fiir die Messung leider 
nicht dargestellt werden. 

Das sekundire Natriumguanylat zeigte in Kollodiummembranen 
einen gut meBbaren osmotischen Druck. Doch konnte Sérensens Kom- 
pensationsmethode nicht zu der Messung verwendet werden, indem 
das Salz nur von scharf getrockneten Membranen zuriickgehalten wurde. 
Diese Membranen waren dann aber auch fiir Wasser zu wenig per- 
meabel, um die Verwendung der genannten Methode zu gestatten. 
Deshalb wurde die hydrostatische Steighéhe in einer Kapillare (Abb. 6) 
direkt abgelesen. Die Versuchsanordnung bedarf einer kurzen Be- 
schreibung. 

Herstellung der Hiilsen. 

Kommt es nur darauf an, den osmotischen Druck reiner Guanylat- 
lésungen zu messen, kann jede geniigend hart getrocknete Kollodium- 
membran verwendet werden. Da ich aber auch Versuche bei Gegen- 
wart von Neutralsalzen ausfiihren wollte, muBte eine fiir Guanylat 
impermeable, fiir anorganische, einfache Salze dagegen gut permeable 
Hiilse hergestellt werden. 

Die Hiilsen wurden nach Sérensen durch mehrmaliges AufgieBen 
von Kollodium auf schrig gestellte, rotierende Glasréhrehen und 
nachheriges Trocknen an der Luft verfertigt. Um die Permeabilitat 
fiir die beiden Substanzen modifizieren zu kénnen, wurden alle mit- 
wirkenden Faktoren genau bestimmt und dann der eine oder der 
andere systematisch verindert. Solche Faktoren waren z. B. Lauft- 
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temperatur, Rotationsgeschwindigkeit und Neigungswinkel des Rohres, 
AufguB- und Trockenzeit usw. 

Um die Permeabilitaét zu priifen, machte ich mit jeder Hiilse zwei 
Versuche. 

a) Mit einer 0,15proz. Lésung von Na,HG gefiillt, wurde die 
Hiilse 20 Stunden in Wasser von 20° eingetaucht. Dieses wurde dann 
eingeengt und auf Stickstoff nach Kjeldahl untersucht. Die aus- 
diffundierte Stickstoffmenge, in Prozenten der ganzen Menge aus- 
gerechnet, wird im folgenden ,,Guanylsiurepermeabilitat™ genannt. 
Sie dirfte héchstens 8 Proz. betragen. 

b) Mit 10cem 0,001 n NaCl gefillt und luftdicht geschlossen, 
wurde die Hiilse 20 Stunden in 100 ccm 0,010n NaCl von 20° eingetaucht, 
die Innenfliissigkeit dann nach Mohr auf Chior analysiert. Ideal wire 
es dann, wenn die Salzkonzentration innen und auBen dieselbe wire 
(etwa 0,0092n). Ich muBte mich aber mit einer Innenkonzentration 
von 0,003 bis 0,004n begniigen. Das Verhaltnis der Konzentrationen 
innen nach und vor Dialyse reiner Kochsalzlésungen wird im folgenden 
, Salzpermeabilitat genannt. 

Die am besten gelungene Hiilse wurde auf folgende 
Weise bereitet : 

Kollodium wurde fiinfmal alle 9 Minuten auf ein 5 
Réhrchen von den Dimensionen 12 x 1 cm gegossen. 
Jeder AufguB dauerte 5 Sekunden bei einem Neigungs- 
winkel von 30° und einer Rotationsgeschwindigkeit 
von 100 Drebungen in 70 Sekunden. Dann wurde 
die Hiilse noch wihrend 21% Stunden bei 18° rotierend 
getrocknet. Die Guanylsiurepermeabilitat dieser 
Hiilse war, sowohl im Anfang wie nach 3 Monaten 
2,0, die Salzpermeabilitat 3,8. 

Alle Druckmessungen des Natriumguanylats, bei 
denen nichts anderes angegeben ist, wurden mit 
dieser Hiilse (Nr. 4) ausgefihrt. 

Die Hiilse wurde auf einen dicht schlieBenden 
Glasring mit Hilfe von Kautschuk montiert und 
teils mit einem langen kapillaren Steigrohre, teils 
mit einem seitwegs gebogenen Glasrohre in Ver- 
bindung gesetzt (Abb. 6). Das ganze wurde in ein 
GefaB mit 80ccm AuBenflissigkeit gestellt, dieses Abb. 6. 
dann in ein DewargefiB in einen auf 20° genau  Osmometer fir die 
regulierten Thermostaten. eel 

Der hydrostatische Druck wurde an der Kapillare abgelesen, wenn 
der Meniskus nicht mehr stieg, sondern nach etwa einstiindigem Still- 
stehen soeben zu sinken begann. Dann wurde der Apparat auseinander- 
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« 


genommen und die beiden Dialysenfliissigkeiten auf Stickstoff usw. 

analysiert. Der abgelesene Druck mu8 natiirlich fiir den Stand der ( 
AuBenflissigkeit, die Kapillaritit des Rohres usw. korrigiert werden, 

was in den folgenden Tabellen tiberall durchgefiihrt ist. 

Eine Modifikation der tiblichen Methode war indessen notwendig: 
Durch einen Vorversuch wurde der Druck approximativ bestimmt. 
Bei dem eigentlichen Versuche wurde dann schon von Anfang an ein 
hydrostatischer Druck, der nur etwa 10 bis 20 Proz. kleiner als jener 
Druck war, angelegt. Dies wurde durch Einpressen von ,,Innen- 
fliissigkeit“ in die Kapillare mit Hilfe des oben erwihnten Seitenrohres 
erreicht. Osmotisches Gleichgewicht konnte dann in wenigen Stunden 
erreicht werden, was notwendig war, damit nicht allzu viel Substanz 
ausdiffundieren sollte. 

Die Berechtigung der Verwendung des ,,Anfangsdruckes“ geht aus 
den Resultaten in Tabelle VII véllig hervor, indem iibereinstimmende 
Werte bei den verschiedensten Anfangsdrucken bekommen wurden. 


Tabelle VII. 


Osmotische Druckmessungen an di-Natriumguanylat (,,Praparat A‘‘) (20°). 





Venus Nr.: 1 2 3 . 5 6 

Hiilse Nr.: 1 ha?) ae 3 4 4 4 

Salzpermeabilitat. ....... | 24) 22) 44) 38 | 38 | 38 
8 6 3 teed te Bw el 


Guanylsiurepermeabilitat. . 
Molare Konzentration . 10°, innen 


in Gleichgewicht. ...... | 1,54; 142, 1,70 2,14) 1,98; 1,64 
Molare Konzentration . 10°, auBen 

in Gleichgewicht. ...... 0,06 0,11 0,09 0,04) 0,07) 0,08 
« innen in Gleichgewicht. . . . 084 084 083 O82) 082) 083 
« auBen in Gleichgewicht .. . 0,99 099 099 099 099) 099 
Dauer der Dialyse, Stdn. .. . 7 50 20 10 16 24 
Anfangsdruck, em Wasser ... | 79 40 73 ~=«|:100 68 32 


Maximumdruck, Pyet,,cm Wasser 894 79,9 92,0 1270 1154 | 944 
Berechneter Druck, Pher., 


- |e e-aAa aee 94.1 | 82.7 101,7 1324 1200 986 
Prozentische Abweichung 
Poer. — Pet. . P 
A= Pepe ss «3 6 +50 +34 495 +41 438 443 
I ber. 


Uber die Bedeutung von ,,Berechneter Druck“ s. unten. 


Der gefundene Druck ist durchwegs kleiner als dieser Druck, was 
vielleicht auf den Kochsalzgehalt des Priparates ankommt, da die 
Versuche 4 bis 6 mit Hiilse 4 sogar dasselbe Fehlerprozent zeigen. 
Um sichere Resultate zu bekommen, wurden deshalb einige Versuche 
mit Na,HG aus Priparat B vorgenommen. 
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Tabelle VIII. 


Osmotische Druckmessungen an di-Natriumguanylat (aus Praparat B). 
Mit ,,Hiilse Nr. 4“ ausgefiihrt (20°). 





Versuch Nr.: 7 8 


Molare Konzentration . 10°, in Gleich- 
gewicht, innen . 2.525 2484 2584 1,221, 0,608 


Molare Konzentration . 10°, in Gleich- 

RE Pe ee 0.025 0.032 0.021 0.019 0,016 
« in Gleichgewicht, innen .... . 081 0,81 081 O85 0,89 
« in Gleichgewicht, auBen .... . 099 099 099 099 0,99 
Dauer der Dialyse, Stunden ... . 6.5 8 5 7 75 
Anfangsdruck, em Wasser .... . |157 151 161 74 35 
Maximumdruck, Pyef., cm Wasser . 161,22 1604 1640 803 41,0 
Berechneter Druck, Pber,, cm Wasser 1616 1584 165.7 80,0 40,6 


Pe —Fet 10 4... HOS Las l+10 |—e4 —19 

Poer. 

Die prozentische Abweichung A war im Mittel + 0,3 Proz., lag also 
ganz innerhalb der Versuchsfehler. Der mittlere Fehler des Mittel- 
wertes war + 0,4cem auf 100cm Druck. 

Der herechnete Druck war die Druckdifferenz P,; — P, zwischen 
Innen- und AuBenflissigkeit, jeder Druck nach van ’t Hoff-Arrhenius 
als P =c(1 + na) . 24,67 . 10 cm (bei 20°) berechnet; ¢ ist die molare 
Konzentration der Guanylsiure; n ist in Tabelle VII nach den Na- 
Analysen gleich 2- 4 in Tabelle VIII gleich dem theoretischen 
Wert 2 gesetzt. 

« wurde endlich aus Abb. 5 fiir jede Konzentration graphisch er- 
mittelt. 

Die Berechnungen setzen voraus, daB wihrend der Dialyse keine 
nennenswerte Hydrolyse eintritt. Um die Hydrolyse zu messen, habe 
ich bei mehreren Versuchen die Wasserstoffionenkonzentrationen der 
Flissigkeiten vor und nach Dialyse elektrometrisch bestimmt. Die 
Anderung war, wie Tabelle IX zeigt, nie gréBer als + 10~%'5, oft viel 
kleiner, und eine solche Anderung bedeutet fir den osmotischen Druck 
gar nichts, wovon man sich durch Einsetzen in Formel (11) leicht 
tiberzeugen kann. 

Tabelle 1X. 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration von Na, H G durch Dialyse (20°). 





Molare Konzentration . 10° innen — log [H"] = PH Dauer der 
: Dialyse, 


vor Dialyse nach Dialyse vor Dialyse nach Dialyse Stunden 


4,50 4,08 ‘ 7 7,65 
2,75 2.41 ’ 7,57 
1,50 1,28 6 7,46 
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Die Resultate der Tabelle VIII zeigen: 

1. daB man mit der Steighdhenmethode mit scharf getrockneten 
Kollodiummembranen den osmotischen Druck von Substanzen, die 
ein Molekulargewicht von nur etwa 400 haben, sehr genau messen kann 
Es war also in diesen Versuchen nicht notwendig, noch eine Membran, 
z. B. aus Ferrocyankupfer, wie Donnan (10) es empfiehlt, auszufillen, 
und dies ist aus vielen Griinden vorteilhaft. So ist z. B. die Gefahr 
einer Reaktion mit der Membran durch Verwendung von nur Kollodium 
wesentlich kleiner. Auch die Hiilse ist viel weniger zerbrechlich; 

2. daB di-Natriumguanylat einen osmotischen Druck besitzt, der 
innerhalb der Versuchsfehler der angewandten MeBmethode vdllig mit 
der Theorie von van ’t Hoff und Arrhenius iibereinstimmt, wenn man 
den Dissoziationsgrad durch elektrische Leitfihigkeitsmessungen be- 
stimmt und in die Berechnung einsetzt. 

3. di-Natriumguanylat besteht aus einem leicht diffusiblen und 
einem sehr wesentlich langsamer diffusiblen Ion. Durch osmotische 
Messungen an anderen derartigen Substanzen (2, 10, 13 bis 18) hat 
sich herausgestellt, daB anormale Verhiiltnisse oft vorliegen, weshalb 
das Resultat schon an sich von Bedeutung ist, weil es zeigt, daB auch 
Verbindungen von leicht und schwer diffusiblen Ionen sich in osmotischer 
Hinsicht véllig normal verhalten kénnen. Das Resultat wird spiiter 
weiter diskutiert werden. 

Da es indessen denkbar wire, daB spezifische Verhialtnisse durch 
die Anwendung einer Membran hervorgerufen wurden, die auf das 
Resultat einwirken konnten, habe ich den Druck auch durch Gefrier- 
punktsbestimmungen in Wasserlésung bestimmt (Tabelle X). 


Tabelle X. 
Gefrierpunktserniedrigung fiir di-Natriumguanylat (aus Praparat B). 





Bg j 
A= 


Gefrierpunktserniedrigung, 4gef. 
; Aber. ~ Igef 


| pone —l 4 
. | @ | , ber. | “t ., 
tration - 10° } ? ee te at : | dber. a 
25,0 0,61 | 0,109 | 0,108 | 0,111 0,107 0,109 | 0,103 — 5,5 
13,0 0,70 | 0,060 | 0.058 0,058 0,061 0,059 0,058 —1,7 


Der Dissoziationsgrad ist auch hier, wie bei den folgenden Gefrier- 
punktsbestimmungen, bei 20° gemessen. Die berechnete Gefrierpunkts- 
erniedrigung ist dann (1 + 2) .¢ . 1,85°. 

Die gefundenen Werte stimmen damit gut innerhalb der Versuchs- 
fehler, wodurch der normale Druck des di-Natriumguanylats endgiiltig 
erwiesen wird. 
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6. Osmotischer Druck des di-Natriumguanylats bei Gegenwart 
von Neutralsalzen. 


Ich habe auch eine Reihe von Druckmessungen an di-Natrium- 
guanylat bei Gegenwart von Neutralsalzen in den Dialysenflissigkeiten 
vorgenommen. Die Absicht war, die von Donnan (10) gefundenen 
Gesetze der Druckerniedrigung und Salzverteilung bei einem mittel- 
groBen Molekiil, wie das der Guanylsiure, zu priifen. 

Von Anfang an war die Salzkonzentration (NaCl oder MgCl,) 
dieselbe fiir Innen- und AubBenfliissigkeit; sie wurde am Ende der 
Dialyse durch elektrometrische Chlorionenmessung oder durch Leit- 
fahigkeitsmessungen bestimmt. Beide Methoden sind leider ziemlich 
ungenau. JBesonders die erstgenannte, die sonst gut arbeitet, gibt 
keine sicheren Werte, wenn Natriumguanylat anwesend ist. Um die 
Leitfahigkeit als MaB der Salzkonzentration verwenden zu kénnen, 
wurde sie fiir verschiedene bekannte Mischungen von Salz + Na,HG 
bestimmt und aus den so aufzeichenbaren Kurven der Salzgehalt der 
Dialysenflissigkeiten (von bekannter Leitfihigkeit und Stickstoff- 
konzentration) extrapoliert. Mit dieser Methode wurde eine Genauig- 
keit von etwa 10 bis 20 Proz. erreicht. Der Stickstoffgehalt muBte 
durch Mikrobestimmungen (Bang) ermittelt werden, da die kleine 
Fliissigkeitsmenge zu anderen Analysen stark in Anspruch genommen 
wurde. 

Da die Dialyse auch bei diesen Versuchen nur einige Stunden dauern 
dirfte, damit nicht zu viel Guanylat ausdiffundiere, mu man sich, 
wenn mdglich, tiberzeugen, daB dann auch osmotisches Gleichgewicht 
zuerst fiir das Salz vorliegt. Die folgenden Versuche (12 bis 16) sollen 
zeigen, wieweit dies der Fall war: 

Versuch 12: Innenflissigkeit 0,0040n NaCl, AuBenfliissigkeit 
0,0018 n NaCl; osmotischer Druck (theoretisch) 106,1 cm; ,,Anfangs- 
druck* 106,lcm. Der Meniskus sank kontinuierlich und stand nach 
3 Stunden 80cm hoch. Die Salzkonzentrationen innen und auBen 
waren dann (nach Mohr titriert) 0,0035n bzw. 0,0019n, was einem 
Drucke von 77 cm entspricht. 

Versuch 13: Innenfliissigkeit 0,0040n NaCl; AuBenfliissigkeit 
0,0035 n NaCl; osmotischer Druck (theoretisch) 24,2cm; Anfangs- 
druck 13,0cem. Der Meniskus stieg zuerst, war dann konstant, um 
endlich nach 4 Stunden auf 12,9 cm zu sinken. Die Salzkonzentrationen 
waren dann 0,0038n bzw. 0,0035n, was einem Drucke von 13,4 cm 
entspricht. 

Diese zwei Versuche zeigen die Geschwindigkeit, womit Salz bei 
verschiedenen Uberdrucken ausdiffundiert. Sie zeigen ferner, daB die 
Ausdiffusion von Salz und von Wasser vdllig parallel gehen. 
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Versuch 14 wurde mit thymonucleinsaurem Natrium ausgefiihrt, 
die Salz- und Na-Konzentrationen waren aber véllig gleich mit den- 
jenigen im Versuche 17 mit di-Natriumguanylat. Das Thymonuclein- 
siureion konnte gar nicht durch die Membran (Hiilse 4) diffundieren. 
Wiahrend 4 Stunden stieg der Druck, blieb aber dann in 20 Stunden 
vollkommen konstant. 

Salzgleichgewicht hat sich also schon nach 4 Stunden eingestellt. 

DaB es auch bei Versuchen mit Guanylsiure wahrscheinlich so 
war, zeigen die Versuche 15 und 16 (Tabelle XI), mit und ohne Salz, 
die dem Versuche 5 bzw. 20 véllig gleich waren, die aber nach erreichtem 
Druckmaximum fortgesetzt wurden. 


Tabelle XI. 


Druckmessungen an Na,HG nach erreichtem Maximumpunkt. 








Versuch Nr. 15 Versuch Nr. 16 
Innenfliissigkeit 2,9 . 10-8 n Na, HG Innenfliissigkeit 2,9.10-3n Na,HG + 8. 10-3 n 
AuBenflissigkeit destilliertes Wasser NaCl. AufBenfliissigkeit 8. 10-%n NaCl 
Steighéhe | Zeit Steighdhe | Zeit Steighéhe | Zeit Steighdbe Zeit 
cm | Stunden cm Stunden cm | Stunden cm Stunden 
102,0 0 115,30 10 30,0 0 51,8 ll 
110,3 2 115,0 12 38,6 2 51,7 12 
113,3 4 114.6 14 45,0 4 51,4 14 
115,0 6 114.2 16 49,3 6 51,0 16 
115,35 7 113,8 18 514 8 50,7 18 
115,50 8 (Max.) 113.4 20 518 9 50,4 20 
115,40 112,6 24 519 10 (Max.) 49,7 24 
Druckfall pro Stunde (von 12 bis | Druckfall pro Stunde (von 12 bis 
24 Stunden) 2,0 mm 24 Stunden) 1,7 mm 


Der Druck sank dann, wie die Abb. 7 und 8 am besten zeigen, 
ganz kontinuierlich und mit derselben Geschwindigkeit in beiden 





Stunden 





a——_- 
ae a a 


Abb. 7. (Versuch 15.) 


Fallen, was nicht der Fall sein 
Versuch 16 gleichzeitig fortginge. 





Stunden 
12 ay 


(Versuch 16.) 








Abb. 8. 


sollte, wenn eine Salzdiffusion in 





Untersuchungen einiger hochmolekularer Elektrolyte usw. 501 


Tabelle XII. Versuche iiber die Einwirkung von Neutralsalzen 
auf den Druck von Na,HG (20°). 





; Prozent. 
- Dauer Maximum: Druck, Erniedrigung 
Na, HG NaClod. MgCl, der —_ | Saw ede - 
_— Dialyse | cm Wasser | om Wasser - gef. 


Mol. Konz. . 10° im Gleichgewicht 


ve : P 
Ln.*)| A.n. ee] -n, | Aca. —e Pet. Py : 100 


2,70; 0,04 1,00 0,83) 101 | 1077 166,5 35 
2.29 0,09 2,00 . 2,03 82,2 137,0 40 
2,54 | 0,05 | 4,00 3, 4,03 74,6 155,7 52 
2,40 | 0,06 | 8,00 7,6 8,07 51,7 146,1 65 
2,60 0,06 16,00 15, 16,10 46,4 158,7 71 


2,36 0,05 1,00 , 1,02 j 47,1 144.4 67 
2,29) 0,08 2,00 J 2,03 36,7 137,8 73 
2,44 0,05 4,00 3, 4,06 32,7 149.4 78 


230 0.07 8.00 40 8,08 31,0 139,1 78 
1,33: 0.00 1.00 ” 


7,5 — _ 


*) I. = Innenfliissigkeit. A. = AuBenfliissigkeit | ** = Yor, Oise. 


Versuche 17 bis 21 mit NaCl; 22 bis 25 mit MgCl,; 14 mit thymo- 
nucleinsaurem Na, und NaCl. 


Eine groBe Druckerniedrigung wurde itiberall durch Salz hervor- 
gerufen, schon wenn die Salzkonzentration sehr klein war. MgCl, 
wirkte dabei stiirker als NaCl, was teils auf der Zweiwertigkeit des 
Mg-Ions beruht, teils aber auf eine doppelte Umsetzung zwischen 
Na- und Mg-Ionen zuriickzufiihren ist. 

Die Erniedrigung ist aber viel gréBer, als man durch die Ver- 
schiedenheit in Salzkonzentration nach den Leitfihigkeitsbestimmungen 
berechnen kann. Aller Wahrscheinlichkeit nach gelten die Donnan- 
schen Gesetze auch hier. Die Schwierigkeit einer exakten Salz- 
bestimmung und die Komplikation durch Ausdiffusion von Guanylat 
machen aber eine rechnerische Behandlung der Resultate unméglich. 
Es wird deshalb auf eine weitere Deutung der Salzversuche verzichtet, 
und mag dieser Nachweis der Druckerniedrigung geniigen. 


7. Salzbildung der Guanylsiure mit Ampholyten und basischen Eiwei8kérpern. 

Die Nucleinsiuren kommen in der Natur wahrscheinlich immer 
zusammen mit Eiwei8 vor. 

Es ist deshalb fiir die Zellforschung von der gréBten Bedeutung, 
die Méglichkeiten zur Salzbildung zwischen diesen Saéuren und EiweiB 
bzw. anderen Ampholyten genauer kennenzulernen. 

Um eine einfache mathematische Behandlung des Problems aus- 
fihren zu kénnen, habe ich zuerst Verbindungen der Guanylsiure 
mit einer in bezug auf Konstitution und Dissoziationszustand bekannten 
Aminosiure untersucht. 
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Nimmt man an, daB die Guanylsiure nur zwei Wasserstoffatome 
abspaltet, was fiir saure Lésungen zulissig ist, so kann man sie mit 
H,R bezeichnen. Das Ampholyt mag mit H XOH bezeichnet werden. 
Dann kénnen in der Mischung von beiden in Lésung folgende Molekiile 
und Jonenarten vorkommen: H,R, HXOH, HXRH, (HX),R, H, 
OH’, HR’, R’, HX, XOH’, HXR’,, XRH’, HXRX’, XRX". 
Das System ist schon dann so kompliziert, daB eine Berechnung der 
Salzbildung nicht ohne Approximation méglich ist. Fir den Fall, 
da8 als Ampholyt Glykokoll gewahlt wird, kénnen mehrere solche 
durchgefihrt werden. Die Wasserstoffionenkonzentration war dann 
in den untersuchten Lésungen nie kleiner als 10~-%°. Also wurde 
in allen Fallen viel mehr Guanylsiure zugesetzt als die Menge, die 
nétig war, um Glykokoll zur isoelektrischen Reaktion zu bringen. Des- 
halb dissoziiert die Saéure nur ein Wasserstoffatom merklich ab, die 
saure Dissoziation des Glykokolls kann vollkommen vernachlissigt 
werden und das Salz HX—RH kann keine Wasserstoffionen abgeben. 
Das Salz bildet dann nur die Ionen HX und RH’. Ein Salz (HX),R, 
das sicher léslich und ionisiert wire, fordert fiir seine Entstehung in 
meBbarer Menge R’-Ionen, die ja hier nicht meBbar vorkommen kénnen. 
(HX),R kann in den untersuchten sauren Lésungen demnach nicht 
existieren. 

Dann gilt, mit den gewéhnlichen Bezeichnungen (k, und &, saure 
und basische Dissoziationskonstanten des Glykokolls, k,, die des Wassers ; 
k, die erste Konstante der Guanylsiure; c, und c, die molaren Konzen- 
trationen an H,R bzw. HXOH): 


— = ee | Nach dem Gesetz (1) 

ood tate! tet der Massenwirkun (2) 
[H)(HR’) = &,[H,R) " (3) 
{(H']}+[HX'] = [HR’] Elektroneutralititsbedingung (4) 
[H,R) +[HR’]+[(HXRH] = ¢,) Konzentrations- (5) 
[HXOH]+[(HX’]+[HXRH] = c,! _ bedingungen (6) 


Die salzartige Verbindung zwischen Guanylsiiure und Glykokoll 
befindet sich in der Lésung teils undissoziiert als H X—RH-Molekiile 
von der Konzentration [H X RH], teils als HX’- und RH’-Ionen von 
gleicher Konzentration. Die RH'-Ionen der Lésung entstehen aber 
auch zum Teil durch Dissoziation von H,R. Diese Menge an HR- 
Ionen kann aber gleich der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung 
gesetzt werden, da die H’-Ionen fast ausschlieBlich aus H,R durch 
einfache Dissoziation herkommen. Die Konzentration an dissoziiertem 
,, Salz“ ist also gleich [RH']—[{H]. Die Totalmenge an Salz ist dann 
(HXRH)]+ [(RH]—[H]=S, was als Ma® fir die Salzbildung 
dienen kann. 
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Wird das Aquationssystem (1) bis (6) solviert, erhalt man somit 


. H’}? /ky 
—m)]—-ET 


Cy ) 
[HX RH) + (RH) —[H] S (H'? &, . 
"ae 

Bei 25° wurden die Werte k, = 2,7.10—"”, k,, = 1,27. 10>" und 
k, = 445.10-3 fir die Berechnungen von S verwendet, bei 18° 
ky =2,7.10-", ky =0,73.10-" und k, =4,45.10-3. Da ver- 
schiedene Autoren fir k, doch sehr weit voneinander liegende Werte 
gefunden haben, wurde der genannte Wert k, = 2,7.10~' sowohl 
bei 25° als auch bei 18° verwendet, was ja prinzipiell unrichtig ist, 
aber keinen sehr groBen EinfluB auf S hat. Der Wert k, = 4,45. 10~3 
bezieht sich in derselben Weise auf 20°. Da k, indessen sehr wenig 
mit der Temperatur variiert, ist dies ohne Bedeutung fiir das Resultat. 
Ohne Messung der Wasserstoffionenkonzentration konnte ich die Salz- 
bildung nicht berechnen'). Ich habe deshalb [H’] fir verschiedene 


Tabelle XIIIa. Die Salzbildung Glykokcll — Guanylsdure. 


1 





caperter | Ol. e108 e2 «108 S . 108 P 
4,86 10,1 0,0 0,00 (100) 
4,36 10,1 f 1,22 81 
3,94 10,1 174 58 
3,46 10,1 2.55 51 
3,06 10,1 2,86 38 
2,69 10,1 3.55 35,5 


4,83 10,0 a 0,00 (100) 
3,42 10,0 2,61 52 
2.63 10.0 Y 3,75 375 
2,14 10,0 , 4.55 45.5 
1,78 10,0 ; 5,28 53 
0,98 10.0 D, 7,31 73 
0,78 10,0 , 7,86 79 
0,54 10.0 70, 8,54 85 
047 10.0 | 8,73 87 
0,37 10,0 : 9,01 90 


3,00 5,0 0, 0,00 (100) 
2,60 5,0 t 0,73 73 
2,12 5,0 6 1,44 55 
1,65 5,0 , 2,08 42 
1,21 5,9 2,56 51 
0,83 5,0 . 3,19 64 
041 5,0 , 3,91 78 
0,23 5,0 | f 4,34 87 





*) Durch eine siebente Gleichung, welche die Bedingung des Disso- 
ziationsgleichgewichtes von dem Salze HX—RH enthalten sollte, wiirde 
eine rein rechnerische Lisung der Frage méglich werden. Diese Gleichung 
ware aber im vorliegenden Falle ohne jeden Wert, da man nichts iiber die 
Dissoziation dieses Salzes voraussagen kann. 
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Mischungen von Guanylsiure und Glykokoll elektrometrisch gemessen 
und dann S nach der obigen Formel berechnet. Die Resultate sind 
in vorstehender Tabelle XIII a zusammengestellt. 

P bezeichnet das prozentische Verhiltnis zwischen der wirklichen 
Salzbildung S und der Salzmenge, die entstehen sollte, wenn es sich 
um eine starke Saéure und Base handelte. Diese prozentische Salz- 
bildung betrigt bei aquimolaren Mengen Guanylsiure und Glykokoll 
bei den betreffenden Konzentrationen etwa 40 Proz. und wichst dann 
bei UberschuB der einen oder der anderen Komponente asymptotisch 
zu 100 Proz., wie aus den Abb. 9 und 10 hervorgeht. 
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Abb. 10. 
Die Salzbildung Glykokoll—Guanylsaure. 


Obgleich Glykokoll beinahe neutral reagiert und die Guanylsiure 
nur eine mittelstarke Saure ist, kénnen sie sich also in bedeutendem 
MaBe, wenn auch nie vollstiindig, verbinden. Die Verbindung der 
beiden Stoffe kann aber nicht in gréferen Konzentrationen vorkommen, 
wenn nicht entweder die Reaktion stark sauer ist oder das Ampholyt 
in einem gewaltigen Uberschu8 vorkommt. Ohne Zweifel geht die 
Salzbildung zwischen neutralen EiweiBkérpern und Nucleinséuren im 
allgemeinen in derselben Richtung wie die hier analysierte, sofern es 
sich um lésliche Verbindungen handelt. 2. Hammarsten (2) konnte 
fiir das System Thymonucleinsiure — Glykokoll eine leicht hydrolysier- 
bare Salzbildung nachweisen, indem das Glykokoll bel Dialyse rasch 
und vollstindig ausdiffundierte. 

Ganz anders verhilt es sich bei einer ausgepriagt basischen Amino- 
siure, wie z. B. Lysin. Die Salzbildung ist hier selbstverstiandlich viel 
vollkommener, da die freie Aminogruppe bei neutraler Reaktion Salz 
bildet. Eine mathematische Behandlung der Salzbildung wird dann 
aber aus vielen Griinden erschwert. 
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Ich habe auch fiir Mischungen von Lysin und Guanylsiure die 
Wasserstoffionenkonzentration gemessen. Die Resultate sind in 
Tabelle XIIIb und Abb. 11 wiedergegeben. 


Tabelle X IIIb. 


Die Salzbildung Lysin—Guanylséure (18°). 





Molare Konzentration an Molare Konzentration an | log [H"] 
Guanylsaure, ¢, . 10° Lysin, cp . 10° . Pu 

5,0 0,00 2,53 

5,0 0,94 2,7 

5,0 2,00 3,05 

5,0 3,76 3,63 

5,0 4,98 4,40 

5,0 7,49 6,19 

5,0 9,96 7,53 

5,0 14,97 8,84 

5,0 19,95 9,12 

5,0 25,28 9,34 


Das Lysin wurde aus dem Pikrat (von K. Mérner aus Horn dar- 
gestellt) mittels Ather und verdiinnter Schwefelsiure in Sulfat tiber- 
gefiihrt, aus dem letzteren die Schwefelsiure dann mit Barytwasser 
exakt weggenommen und der Lysingehalt der so bereiteten Vor- 
ratslésung durch Stickstoffbestimmung 
berechnet. 

Aus der Kurve geht hervor, daB ein 
Salz aus | mol. Lysin +- 1 mol. Guanylséure 
die [H] = 10-** hat (Inflexionspunkt 
der Kurve). 2 mol. Lysin + 1 mol. Guanyl- 
siure reagiert beinahe neutral mit 
[H’] = 10-*°. Zum Vergleich ist hier auch 
die Salzbildung mit Glykokoll angedeutet. " mr Giyhokow | 
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EiweiBkérpern muB die Guanylsiure Ver- 
bindungen eingehen kénnen. Ich habe 
das Histon in dieser Hinsicht untersucht. 


Abb. 11. 
Die Salzbildung Lysin—Guanylsaure 


Histon wurde aus Thymusdriisen nach Kossel (11) gewonnen. Das 
mit Ammoniak ausgefiillte Histon wurde in verdiinnter HCl gelést, 
wahrend einer Woche gegen verdiinnte HCl bei 0° und zuletzt noch 
eine Woche gegen reines Wasser dialysiert. Nach Zusatz von etwas 
HCl wurde endlich Histonchlorid mit Alkohol ausgefiallt, mit Alkohol 
und Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. Die wiederholte 
Umfallung und die langdauernde Dialyse waren notwendig, um ein 
Praparat, das nach Verbrennen mit Soda und Salpeter keine Phosphbor- 
reaktion gab und also nucleinsiurefrei war, zu bekommen. 
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0,1256 g des Praparates verbrauchten (Kjeldahl) 14,32 ccm n/10 HC! 
= 15,97 Proz. N. 

0,0900 g des Praparates verbrauchten (Kjeldahl) 10,33 cem n/10 HC! 
= 16,08 Proz. N. 

0,1020 g des Praparates verbrauchten (Kjeldahl) 11,80 ccm n/10 HC) 
= 16,20 Proz. N. 

Mittelwert 16,08 Proz. N. 
Bei Chlorbestimmung (Verbrennung mit Soda und Salpeter, Titrierung 
nach Mohr) verbrauchten: 

0,3973 g des Praparates 6,83 cem n/10 AgNO, 6,10 Proz. Cl. 

0,4022g¢ ,, £ 627 . 2/0 ,, sk -w 

0,4272¢ ,, et ae. =€@h "sw 


Mittelwert = 6,10 Proz. Cl. 


Dies gibt ein Atomverhiltnis N:Cl = 13,34:2,00. Das Histon- 
chlorid enthalt also (rund) 13 Atome N auf 2 Atome Cl. 

Versuche, durch Formoltitrierung die Zahl der freien Carboxyl- 
gruppen zu bestimmen, miBlangen, da eine weiBe unldsliche Substanz 
bei dem Formalinzusatz ausfiel. 

Das Priparat reagierte saver, und deshalb wurde untersucht, 
wieviel NaOH zugesetzt werden mufte, um ein neutrales Chlorid 
(Py = 6,8) zu bekommen. Dies wurde durch kolorimetrischen Ver- 
gleich mit einer Serie von Sérensens Phosphatmischungen, unter Zusatz 
von derselben Menge Dibromthymolsulfonphthalein als Indikator, aus- 
gefihrt. Eine Histonchloridlésung, die 0,133 mg-Atome Cl enthielt 
verbrauchte dabei im Mittel (vier Versuche) 0,070 mg-Atome Na. 
Etwas weniger als die halbe Chlormenge, genauer bestimmt 47,4 Proz. 
der ganzen Menge, blieb also im neutralen Chlorid zuriick. Man dirfte 
deshalb annehmen, daB in diesem das Verhaltnis N:Cl = 13:1 war. 

Der Kiirze wegen wird im folgenden neutrales Histonchiorid HiCl, 
saures also HiCi . HCl geschrieben. 

Freies Histon gewinnt man am besten aus dem Chlorid durch 
Fallung aus konzentrierter Wasserlésung mit einem geringen Uber- 
schu8 an Ammoniak und sorgfiltiges Auswaschen der schwerléslichen 
Fallung bis zum Verschwinden der Chlorreaktion. 

Das Histon zeigte beim Schiitteln mit Wasser deutlich alkalische 
Reaktion. Wurde Guanylséurelésung dann zugesetzt, verschwand die 
alkalische Reaktion erst bei Zusatz einer geniigenden Sauremenge, 
um dann sofort in saure Reaktion tiberzugehen. Salzbildung trat also 
ein, das Produkt war aber in Wasser vollkommen unldéslich, denn die 
Flissigkeit gab nach Filtrierung keine Spur einer Biuretreaktion. 

Deshalb wurde versucht, wasserlésliche Verbindungen durch Ver- 
mischung einer Natriumguanylat- und einer Histonchloridlésung zu 
bekommen. LEinige Vorversuche zeigen die LéslichkeitsverhAltnisse : 
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1. Eine HiCl . HCl-Lésung wurde mit der in bezug auf Na und Cl 
aiquivalenten Menge Na, H G-Lésung tropfenweise versetzt. Ein Nieder- 
schlag entstand, der sich anfanglich in die Flissigkeit aufléste, am Ende 
aber nicht mehr léslich war. Die Mischung reagierte sauer. 

2. 2 HiCl + Na,HG gleichartiges Resultat. 

3. Freies Histon, in NaOH gelést, wurde von Na,G sofort gefallt. 

4. HiCl + NaH,G:klare Lésung. Es konnte ein zweites Aquivalent 
NaH, G zugesetzt werden, ehe die Lésung gefillt wurde. Sie reagierte 
sauer und wurde von NaOH sofort gefallt. 

Wenn also eine lésliche Guanylsdure-Histonverbindung auf diesem 
Wege tiberhaupt gebildet wurde, reagiert sie sauer. UberschuB an 
Guanylsiure und bei der Reaktion entstandenes Kochsalz miissen sich 
dann durch Dialyse wegschaffen lassen. Einen Nachteil einer solchen 
Reinigungsmethode bildet die Membranhydrolyse, die eine weitere 
Zersetzung der Verbindung bewirkt. Dies konnte doch nicht vermieden 
werden. 

Fir die Dialyseversuche wurden Kollodiumhiilsen verwendet, die 
durch vier Aufgiisse von Kollodium alle 7 Minuten ohne weiteres 
Trocknen dargestellt waren. Diese Hiilsen lieBen in 24 Stunden Natrium- 
guanylat bei den betreffenden Konzentrationen zur gleichen Konzen- 
tration in Innen- und AuBenfliissigkeit durch. Histon wurde aber in 
derselben Zeit nur in sehr kleiner Menge durchgelassen. Eine Korrektion 
fiir die letztgenannte Menge war aber fiir die Berechnungen notwendig, 
und ich habe deshalb jede fir die Versuche verwandte Hiilse in bezug 
auf Histonpermeabilitét kalibriert. Dies konnte durch Fillung der 
Hiilsen mit HiCl . HCl-Lésungen und Stickstoffanalysen der AuBen- 
fliissigkeiten nach 24, 48 und 72 Stunden Dialyse geschehen. Die 
ausdiffundierte Stickstoffmenge war von der Konzentration der Innen- 
fliissigkeit unabhingig und betrug 0,07 bis 0,01 mg bei Hiilsen von 
10 cem Inhalt, 0,20 bis 0,30 mg bei Hiilsen von 200 ccm Inhalt, was 
héchstens 1 Proz. der ganzen Stickstoffmenge bedeutete. Diesen 
Korrektionen ist im folgenden tiberall Rechnung getragen. 


Versuche zur Darstellung einer léslichen Histon-Guanylsdureverbindung. 

1. 48,0 ccm einer HiCl-Lésung, die nach Analysen 1,250 mg N pro 
Kubikzentimeter enthielt, wurde mit 51,0 ccm einer NaH, G-Lésung, 
die nach Analysen 0,785 mg N pro Kubikzentimeter enthielt, gemischt. 
Die letztere Menge entspricht einem groBen Uberschu8 an Guanylat. 
Dies war notwendig, teils um der Membranhydrolyse entgegenzuwirken, 
teils weil Kochsalz, wie spitere Versuche zeigten, auf die Histon- 
verbindung spaltend einwirkt. 

Die Lésung wurde in einer 200-ccm-Hiilse unter Uberdruck dia- 
lysiert, damit das Volumen sich nicht zu viel andern sollte. Die Tempe- 

33* 
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ratur war 20°, und die AuBenflissigkeit, 1 Liter toluolgesittigtes 
destilliertes Wasser, wurde alle 12 Stunden gewechselt und auf Stick- 
stoff analysiert. 

Nach 5 x 12 Stunden wurden noch 49cem der obigen NaH, G- 
Lésung zugesetzt, was jetzt ohne Triibung der Fliissigkeit geschehen 
konnte. 

Nach weiteren 3 x 12 Stunden wurde die Dialyse abgebrochen und 
die Innenfliissigkeit auf Stickstoff, Phosphor, Chlor und Wasserstoff- 
ionen analysiert. 

Eine Zusammenfassung der Zifferresultate ist in Tabelle XIV 





gegeben. 
Tabelle XIV. 
Guanylsaures Histon. ,,Dialyseversuch 1“ (20°). 
Dauer der Dialyse mg Guanylsaurestickstoff ag tae 
Stunden ausdiffundiert zuriick in der Innenflissigkeit Innenflussigkeit 
0—12 17,0 23,0 60,0 
12—24 4.6 18,4 59.8 
24— 36 2,0 16,4 59,7 
36—48 0,8 15,6 59.6 
48—10 0,4 15,2 59,4 
60—72 29,1 24.6 59,2 
72—84 4,3 20,3 59,0 
84— 96 2.0 18,3 58,9 
0—60 24.8 15,2 59,4 
O—96 60,2 18,3 58,9 


Da die Innenfliissigkeit nach Dialyse in 92 Stunden 187 ccm betrug, 
muB sie zusammen 0,413 mg N pro Kubikzentimeter enthalten. Direkte 
Stickstoffbestimmung gab 0,414 mg/ccm. Beim Eindampfen von 50 ccm 
der Lésung und Phosphorbestimmung (Newmann und Woy) wurden 
0,0062 g Mg,P,O, erhalten. Diese Menge entspricht fiir die ganze 
Flissigkeit 14,6 mg Guanylsiurestickstoff, wihrend oben 18,3 mg be- 
rechnet wurden. Die Ubereinstimmung ist geniigend, da man bei 
so kleinen Mengen kaum bessere Werte erwarten kann. Zuletzt wurden 
20 ccm der Lésung auf Chlor in gewéhnlicher Weise analysiert. Bei 
Zusatz von AgNO, entstand (nach Verbrennung) keine wahrnehmbare 
Tribung. Die [H] der Lésung war 10-5. 

Als eine Zusammenfassung kann gesagt werden: 

Histonchlorid und Natriumguanylat reagieren, wenigstens zum Teil, 
unter Bildung von Kochsalz zu einer sauer reagierenden, léslichen, 
salzartigen Verbindung, Histonguanylat. Das Kochsalz kann durch 
Dialyse weggenommen werden, wobei ein GuanylatiiberschuB der Zer- 
setzung der Verbindung durch Membranhydrolyse entgegenwirkt. Durch 
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nochmaligen Zusatz von Natriumguanylat wird kaum mehr Guanyl- 
siure an Histon gebunden. Die Zusammensetzung der erhaltenen 
Verbindung zwischen Histon und Guanylséiure kann, trotz der voll- 
stindigen Umsetzung zwischen Natrium und Chlor, nicht aus den 
im Anfang zugesetzten Mengen HiCl und NaH,G berechnet werden, 
weil offenbar eine Spaltung durch Membranhydrolyse eingetreten war. 
Eine Berechnung der Stickstoffanalysen fihrt approximativ zu dem 
Verhaltnis Histonstickstoff : Guanylsiurestickstoff = 3,2:1, wihrend 
1 Aquivalent Histon auf 1 Mol. Guanylsiure einem Verhiiltnis 2,6: 1 
entspricht. Nur etwa die halbe von Anfang an zugesetzte Guanyl- 
siuremenge blieb also in der Verbindung zuriick. 

Es wire vorteilhaft, die Verbindung in konzentrierterer Lésung 
darzustellen, besonders fiir die folgenden Salzversuche. Dann ist es 
bequemer, von dem leichtléslichen, sekundiéren Natriumguanylat, 
z. B. Praparat A, auszugehen und dieses Salz mit saurem Histon- 
chlorid zu versetzen. 

2. 0,6250g HiCl. HCl, zu 50ccem gelést (= 100.5 mg N), und 
0.4042 g Na, HG, zu 50 ccm gelést (= 62,0 mg N), wurden vermischt 
und gegen 1000 ccm Wasser dialysiert. Die Mischung enthielt so viel 
Na, H G, daB sie stark getriibt, aber nicht gefallt war ; sie wurde wahrend 
der Dialyse véllig klar. Tabelle XV gibt die Resultate der Dialyse 
wieder. 


Tabelle XV. Guanylsaures Histon. ,,Dialyseversuch 2“ (20°). 





G y j ff ist. 
—e oe mg juanylsauresticksto oy 


Stunden ausdiffundiert zuriick in der Innenflissigkeit Innenflussigkeit 


o—12 19,4 | . 100,5 

12—24 9,5 100.4 

24— 36 3,9 29,2 100,2 

36—48 2,2 7,0 100,0 

O—48 35,0 7,0 100,0 

Die Innenfliissigkeit, 140,4 ccm, enthielt nach 48 Stunden 27,0 mg 
N in Guanylséure gebunden, und 100,0mg N in Histon gebunden, 
also zusammen 0,905 mg N pro Kubikzentimeter. Direkte Stickstoff- 
bestimmung an der Lésung gab 0,905mg N pro Kubikzentimeter. 
Da die Lésung sowohl von primarem als auch von sekundarem Natrium- 
guanylat sofort gefaillt wurde, konnten keine weiteren Mengen dieser 
Salze zugefiigt werden. 

50 cem der Lésung wurden auf Chior analysiert. 0,05 ccm 
n/10 AgNO, wurden verbraucht, was 0,5 mg Cl in der ganzen Lésung 
entspricht, oder etwa 1,3 Proz. der anfinglichen Chlormenge. Die 
Lésung war also nicht vollkommen, aber sehr nahe chlorfrei. Thre 
Wasserstoffionenkonzentration war 10~**!. Diese Verbindung ist 
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offenbar nicht mit derjenigen von Versuch | identisch. Das Verhaltnis 

Histonstickstoff * 7 ai i. ‘ 
Guanyleiurestioketoll war 3,7: 1; fir 1 HiCl. HCl auf 1 Na,HG be- 
rechnet sich wie oben 2,6: 1. 

Die Reaktion zwischen Natriumsalzen der Nucleinséuren und 
chlorwasserstoffsauren Salzen der Eiwei®kérper ist in vielen Fillen 
reversibel, was unter anderem dadurch gezeigt werden kann, daB die 
Verbindung zwischen Nucleinsiure und EiweiB durch Kochsalz ge- 
spalten wird. Dieses wird schon durch die Darstellung von Thymo- 
nucleinséure (12) aus der Thymusdriise wahrscheinlich, indem das 
Nucleohiston dieser Driise durch Kochsalz glatt gespalten wird. Um 
diese spaltende Wirkung von Kochsalz zu untersuchen, wurden folgende 
Versuche gemacht. 9 ccm des Dialysats von Versuch 1 oder 2 wurden 
mit je 1 com Kochsalzlésung von verschiedenen Konzentrationen versetzt 
und in kleinen, geschlossenen Kollodiumhiilsen gegen 110 cem NaCl- 
Lésung von derselben Starke wie innerhalb der Hiilse dialysiert (toluol- 
gesattigte Fliissigkeiten). Alle 12 Stunden wurden neue AuBenfliissig- 
keiten aufgefillt. Die ausdiffundierte Guanylatmenge wurde durch 
Mikrostickstoffbestimmung nach J. Bang erhalten (n/400 HCl und 
n/200 Na,8,0,, Genauigkeit etwa +0,03mg N). Das Na-Guanylat 
kommt von dem Histonguanylat teils durch Membranhydrolyse, teils 
durch die spaltende Wirkung des Kochsalzes. Durch Parallelversuche 
mit kochsalzfreien Lésungen wurde die Einwirkung der Membran- 
hydrolyse bestimmt. Die Versuchstemperatur war 20°. 


Tabelle X VI. 


Versuche iiber die Spaltung des Histonguanylats durch NaCl (20°). Die 

Innenfliissigkeit enthielt anfanglich bei jedem Versuch 0,88 mg N in Guany!- 

siure-, 2,84 mg N in Histonbindung, zusammen 3,72 mg N (,,Dialyse- 
versuch 1**), 





mg Stickstoff zuriick in 





. — mg N in der Aufenfliissigkeit nach der Innenflissigkeit 

r. an - —— - 
NaCl | 0—12 Std. | 12—24 Std. | 24-36 Std. | 0-36 Std. ! ae 

1 0 0,22 0,15 0,10 0,47 3,25 0,47 

2 0 0,20 0,10 0,07 0,37 3,35 0,57 

3 0 0,26 0,16 | 0,08 0,50 3,22 0,44 

4 0 0,21 0,06 | 005 | 032 3,40 0,62 

5 1 0,46 0,16 0,12 | 0,74 298 | 0,20 

6 2 0,46 0,14 011 | 0,71 3,01 0,23 

7 4 0,51 0,14 0,09 0,74 298 | 0,20 

s 8 0,64 0,19 0,14 | 0,97 275 | —0,03 

9 16 =| (0,63 0,20 0,11 0,94 2,78 + 0,00 

10 | 32 | 9071 0,18 0,10 | 0,99 2,73 | —0,05 

ll 64 || «0,75 010 | 010 | 095 2,77 + 001 

12 | 128 | 0,70 0,15 0,09 0,94 2,78 + 0,00 
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Tabelle X VII. 
Versuche tiber die Spaltung des Histonguanylats durch NaCl (20°). Die 
Innenfliissigkeit enthielt anfanglich bei jedem Versuch 1,76 mg N in Guanyl- 
siurebindung, 6,71mg N in Histonbindung, zusammen 8,17mg N 
(Dialvseversuch 2). 





mg N zuriick in der Innen- 


Konzen : 
flussigkeit 


tration mg N in der AuSenfliissigkeit nach R 

Nr. an Totalstickstoff 
NaCl 

. 16 


Guan ylsaures 


O—12 Std. | 12—24 Std. | 24-36 Std. | 0-36 Std. Der — stickstoff 


0 0,70 0,18 0,10 0,98 7,19 7,26 0,93 


1,05 0,35 0,14 154 663 6,64 0,37 
1,23 0.45 0,22 1,90 627 638 +001 
1,36 0,38 0,18 1,92 625 635 —00l 
147 0,32 0,12 191 6.26 627 +0,00 
16 1,48 0,34 0,10 1,92 625 | 630 —001 


Beim Histonguanylat vom Versuche | diffundierte etwas Guanylat 
schon ohne Salzzusatz aus, so daB im Mittel nach 3 x 12 Stunden 0,52 mg 
Guanylsdurestickstoff innen zuriickblieb. Schon durch 1.10~* n NaCl 
wurde aber eine wesentlich erhéhte Spaltung hervorgerufen, die mit 
der Kochsalzkonzentration wuchs, um bei 8 . 10~*n NaCl sogar voll- 
stindig zu werden. 

Noch stiirker war die spaltende Wirkung des Salzes auf Histon- 
guanylat vom Versuche 2, indem hier die Zersetzung schon mit 
2.10~7n NaCl in 3 x 12 Stunden vollstandig war. 

Die Resultate stimmen qualitativ mit denjenigen einer Unter- 
suchung von EZ. Hammarsten (2) tiber die Kochsalzwirkung auf thymo- 
nucleinsaures Lysin bei Dialyse tiberein. Hier wurde eine Spaltung 
in Lysinchlorid und thymonucleinsaurem Natrium durch Kochsalz 
hervorgerufen. Lysinchlorid diffundierte dabei aus und konnte durch 
Formoltitrierung bestimmt werden. ZH. Hammarsten hat auch Doppel- 
salze zwischen Thymonucleinsiure, Histon und Natrium untersucht. 
Da keine Ionen hier diffusibel waren, konnte die Spaltung durch Koch- 
salz nicht durch Dialyse verfolgt werden. Die Verbindungen waren 
wasserléslich, nur wenn sie 2 Atome Na pro Molekil Nucleinsiure 
enthielten, und reagierten dann im Gegensatz zum Histonguanylat 
neutral. Durch Viskosititsmessungen konnte eine Spaltung durch 
Neutralsalze, wie oben, in hohem Grade wahrscheinlich gemacht werden. 

Ich habe weiter versucht, den Gleichgewichtszustand der umkehr- 
baren Reaktion Natriumguanylat + Histonchlorid == Histonguanylat 
+ Natriumchlorid durch Schiitteln der unldéslichen Histon-Guany)- 
siureverbindung (8. 506) mit einer Kochsalzlésung zu bestimmen. Auf 
diese Verbindung hat das Salz indessen eine sehr unbedeutende Ein- 
wirkung, wie Stickstoffbestimmungen an den Filtraten nach mehr- 
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stiindigem Schiitteln zeigten. Von 14 mg totalem N in der unléslichen 
Verbindung wurden maximal 1,24 mg N in einem Filtrat von 25 cem 
wiedergefunden, und die Lésung zeigte keine Biuretreaktion. 

Es kann angenommen werden, da8 die Spaltung von Nucleinsaure- 
EiweiBsalzen durch Neutralsalze unter doppelter Umsetzung eine 
hervorragende Rolle in den Zellen spielen kann, wo derartige Salze 
vorkommen. Da man in den Zellen abwechselnd kolloidirmere und 
kolloidreichere Phasen annehmen kann, so folgt daraus, daB reichliche 
Bedingungen fiir verschiedene Diffusionsgeschwindigkeiten da _vor- 
handen sind, und damit auch die Bedingungen fiir Spaltung eventuell 
vorkommender Nucleinsiureverbindungen durch Neutralsalzwirkung 
bei fortschreitender Dialyse. 


8S. Der osmotische Druck einiger hochmolaren Elektrolyte. 


Der osmotische Druck von verdiinnten Lésungen der Nicht- 
elektrolyte folgt nach van ’t Hoff den Gasgesetzen. Mit Hilfe von 
diesen kann man berechnen, daB eine c-molare Lésung bei 20° einen 
osmotischen Druck von P, = 24,67.108.¢ cm Wasser haben soll 
(eine Zahl, die fir alle Druckberechnungen in dieser Arbeit verwendet 
wurde). Fir Elektrolyte wird im allgemeinen ein héherer Druck 
gefunden (Pyet.). Das Verhiltnis Pyet,/P = tosm. ist also gréBer als 1. 
Arrhenius hat dieses Verhiltnis durch die Annahme einer partiellen 
Dissoziation erklart. Wenn der Dissoziationsgrad, durch elektrische 
Leitfahigkeitsbestimmung berechnet, « ist, so zeigt die Zahl i. = 1 
+ (m — 1) a (m = Anzahl Ionen aus | Mol.) die relative Vermehrung 
der Partikeln durch die Dissoziation. Arrhenius’ Theorie fordert dann 
iosm. = tet. fiir verdiinnte Lésungen. Da aber besonders die starken 
Elektrolyte Abweichungen von dem letztgenannten Gesetz zeigen, die 
sogar in verdiinnten Lésungen am deutlichsten hervortreten, hat “man 
bekanntlich in neuerer Zeit versucht, die Abweichungen dieser Ver- 
bindungen auf die elektrischen Ladungen der Ionen zuriickzufihren. 
Nach dieser Theorie sollten die starken Elektrolyte auch in kon- 
zentrierteren Lésungen in Ionen vollstandig zerfallen sein. Da8B der 
osmotische Druck trotzdem kleiner als Py = m. P, ist, soll dann 
durch die elektrostatischen Kriafte, die zwischen den Ionen der Lésung 
wirken, verursacht werden. Besonders Bjerrum, Debye und Hiickel 
haben diese Theorie mathematisch durchgefihrt. Sie konnten die 


Pr we Pract. 


Druckerniedrigung — P = @ aus der potentiellen Energie der 
k 


Lésung berechnen und erhielten so eine sehr gute Ubereinstimmung 
zwischen Theorie und Erfahrung, besonders in verdiinnten Lésungen. 
Zugleich kamen die Verfasser aber zu dem SchluB, daB bei den schwachen 
Elektrolyten ein Dissoziationsgleichgewicht bestehen muB. 
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Es gibt indessen Stoffe, deren Abweichungen von dem osmotischen 
Druck P, so groB sind, daB sie mit keiner der genannten Theorien allein 
erklart werden kénnen. Dies wurde z. B. vor langem fiir die kolloiden 
Léisungen beobachtet und auf eine weitgehende Aggregation zuriick- 
gefihrt, aber auch einige Substanzen, deren Lésungen vollkommen 
optisch leer sind, geben wesentlich kleinere Drucke, als man nach der 
einen oder nach der anderen Theorie fordern kann. Es ist fir diese 
Substanzen gemeinsam, daB sie aus einem sehr groBen Ion in Ver- 
bindung mit einem kleinen, wie H, Na’, Cl’, bestehen. Wegen des 
gréBeren Ions und der elektrischen Ladungen kénnen diese Stoffe 
nicht durch eine Membran diffundieren. Sie werden der Bequemlichkeit 
wegen im folgenden ,,Kolloidelektrolyte* genannt. Bisher vorliegende 
Messungen an diesen Substanzen haben zu der Ansicht gefihrt,daB 
sie immer einen abnormen osmotischen Druck haben sollten. 

Die Guanylsaure und ihre Salze kénnen zu dieser Klasse gerechnet 
werden, da sie stark dissoziieren, aber auBerordentlich langsam diffun- 
dieren. Meine Messungen an diesen Verbindungen, die ja noch mehr 
hochmolekular sind, als z. B. die stark druckabweichenden Natrium- 
salze der héheren Fettséuren, zeigen dann aber, daB nicht immer Ab- 
normitaét des Druckes bei derartigen Stoffen auftritt. 

Von Untersuchungen aus diesem Gebiete sollen nur einige angefiihrt 
werden, die fiir vorliegende Arbeit von Interesse sein kénnen. Biltz 
und Vegesack (13), Bayliss (14), Donnan und Harris (10b) haben den 
Druck von Kongorot, Blitz allein (13) auch den Druck von einigen 
anderen Farbstoffen, z. B. Brillantkongo, Kongoreinblau und Chicago- 
blau, gemessen. Loeb(15) hat Lésungen von Gelatinchlorid in HCl 
untersucht; Krafft (16) und Moore und Parker (17) einige hochmole- 
kulare fettsaure Salze. Weiter hat EZ. Hammarsten (2) eine Reihe von 
Salzen der Thymonucleinséure auf ihren osmotischen Druck unter- 
sucht. Bald nach der vorliegenden Arbeit wurde auch der Druck 
einiger Amminsalze der Kongosiure von Jorpes und Hellgren (18) 
gemessen. 

Eine kurze Beschreibung der Resultate der genannten Autoren 
mag hier folgen. Auf dieselben komme ich spater in meiner Darstellung 
zuriick. 

Die Kongosaure, C,,H,.N,(SO,H)9, ist eine zweibasische Saure 
vom Molekulargewicht 652,4. Die Saure ist ziemlich schwach. Kongorot, 
das Natriumsalz, wurde deshalb bei den angefiihrten Untersuchungen 
inden Membranen mit der Zeit hydrolysiert, was schwer zu verhindern 
oder in den Resultaten zu berechnen war. Auf Grund der Hydrolyse 
bei gréBeren Verdiinnungen konnte der Dissoziationsgrad nicht genau 
bestimmt werden. Doch war ohne Zweifel die Dissoziation des Natrium- 
salzes sehr weitgehend, in jenen verdiinnten Lésungen vielleicht bei- 
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nahe vollstandig. Der osmotische Druck sollte deshalb einen Faktor ios, 
nur wenig kleiner als 3 geben. Statt dessen fanden die Verfasser 
tosm. = 0,90 bis 0,97, d. h. der Druck war etwa 90 bis 97 Proz. von 
dem fiir den undissoziierten Zustand berechneten. Um dies zu er- 
kliren, nehmen Biltz und Vegesack an, daB Kongorot zum Teil aggregiert 
und zum Teil dissoziiert sein sollte, und daB diese beiden Faktoren 
einander so entgegenwirken sollten, daB ein Druck etwa wie fiir den 
undissoziierten (und natirlich auch unaggregierten) Zustand resul- 
tierte. Diese Erklirungsweise kann gar nicht bewiesen werden und ist 
tiberhaupt sehr unwahrscheinlich. Fir viele Substanzen ist die Er- 
klarung sicher unrichtig. — Nach Messungen von Jorpes und Hellgren 
ist der Druck von Kongorot ein wenig héher. Sie fanden iosm. = 1,20. — 
Donnan meint, offenbar in Anerkennung der Unhaltbarkeit in der 
erwahnten Betrachtungsweise, daB bei Kolloidelektrolyten das diffusible 
Ion von dem nicht diffusiblen elektrostatisch so festgehalten werde, 
daB es osmotisch unwirksam wird; der Druck sollte also nur von den 
nicht diffusiblen Ionen — und den Molekiilen — herkommen. Diese 
Erklarung ist bei allen von mir untersuchten Substanzen unbefriedigend. 
Es ist dann z. B. ganz unerklirlich, dab die Guanylsiure und ihr Na- 
Salz in osmotischer Hinsicht véllig normal sind, denn hier werden 
H- oder Na-Ionen elektrostatisch von dem nicht (oder richtiger nur 
sehr wenig) diffusiblen Guanylation festgehalten. Nach Donnan wiirde 
die Erscheinung wohl als irgend ein Membraneffekt aufzufassen sein, 
also nicht auftreten, wenn der Druck ohne Membran gemessen wurde. 
Ich habe den Druck teils mit Membran, teils ohne (kryoskopisch) 
gemessen und iiberall, wie nach der Theorie fiir den osmotischen Druck 
zu erwarten war, dieselben Druckwerte bekommen, woraus die Unhalt- 
barkeit der Donnanschen Hypothese wenigstens fiir die untersuchten 
Substanzen hervorgeht. 

Bei der dreibasischen Sulfosiiure Brillantkongo, von dem Mole- 
kulargewicht 826,5, war tosm/ie, nach Biliz 0,50 bis 0,54 bei einem 
Dissoziationsgrad von 0,9 bis 0,8. Der Druck war also wesentlich 
gréBer als fir einen undissoziierten Zustand, aber nur etwa halb so 
groB, wie man nach dem Dissoziationsgrad erwarten sollte. Kongo- 
reinblau und Chicagoblau, zwei isomere Tetrasulfonsiuren, gaben der 
GréBenordnung nach gleichartige Werte von tosm/ie. Auf 8. 535 
sind die Resultate von Biltz tiber diese drei Farbstoffe wiedergegeben 
und aus besonderen Gesichtspunkten umgerechnet. 

Loeb hat den Druck von Gelatin-Salzsiuremischungen gemessen. 
Er maB dabei elektrometrisch die Wasserstoffionenkonzentration 
innerhalb und auBerhalb der Membran und konnte dann aus Donnans 
Gleichungen (10) die Chlorionenkonzentration berechnen. Auch durch 
Titrierung wurde diese berechnet. Die beiden Methoden gaben in der 
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Hauptsache dieselben Werte innerhalb ziemlich weiter Fehlergrenzen. 
Loeb fand dann, daB der allein aus der Verteilung der H- und Cl-Ionen 
berechnete Druck mit dem gemessenen Druck einigermaBen tiberein- 
stimmte. In sehr schwach sauren Lésungen war der berechnete Druck 
ein wenig kleiner als der gefundene; den Druckiiberschu8 schrieb Loeb 
den Proteinionen zu. In stirker sauren Lésungen war der gefundene 
Druck aber kleiner als der fir nur Cl- und H-Ionen berechnete. Dies 
schrieb Loeb Versuchsfehlern zu. Da Gelatinchlorid in diesen Lésungen 
sicher stark dissoziiert war und die Proteinionen also erheblich zu dem 
Druck beitragen miissen, vielleicht auch einigermaBen die undisso- 
ziierten Molekiile, folgt aus diesen Versuchen, daB wenigstens bei ge- 
wissen H-Ionenkonzentrationen der Druck von Gelatinchlorid abnorm 
ist. Wegen der groBen Unsicherheit, sowohl bei der Cl'-Bestimmung, 
die ja vielleicht zweckmiaBiger direkt elektrometrisch auszufihren 
gewesen wiire, als in der Druckmessungsmethode, ist es aber schwierig, 
die Resultate sicher zu deuten. 

Krafft und seine Mitarbeiter fanden durch Bestimmung des Siede- 
punktes von hochmolaren fettsauren Salzen stark abnorme Drucke 
fiir diese Substanzen, so auch Moore und Parker, die den Druck direkt 
maBen. Diese Untersuchungen sind von vielen unbestimmten oder 
gar unbestimmbaren Faktoren beeinfluBt. So wurde z. B. auf die ganz 
erhebliche Hydrolyse keine Riicksicht genommen. Die Substanz war, 
wie diese Autoren betonen, nicht in molekulardispersem Zustande in 
der Lésung, der Siedepunkt war mit der Zeit verinderlich, und bei 
den Versuchen von Moore und Parker diffundierte sogar kein Alkali 
aus. Es kénnen deshalb aus diesen Untersuchungen kaum einige 
sichere Schliisse tiber den Zusammenhang zwischen osmotischem Druck 
und Dissoziation gezogen werden. 

Bei den Druckmessungen an Thymonucleinsiiure und deren Na- 
Salz von EH. Hammarsten bildete die Saiure in Wasser eine kolloide 
Lésung, deren Druck, P; , im Mittel 70 Proz. des fiir den undissoziierten 
Zustand berechneten P; war. Da die Konzentration der H-lIonen 
dabei etwa 90 Proz. der totalen Saurekonzentration ausmachte, gab 
die Saure in Wasserlésung einen niedrigeren Druck, als theoretisch 
die Wasserstoffionen allein geben sollten. Das Natriumsalz der Thymo- 
nucleinsiure gab konstant bei verschiedenen Konzentrationen P; /P; 
= 0,78, was als eine Aggregation zu 22 Proz. gedeutet wurde. Dem- 
nach wire der beobachtete Druck gleich demjenigen des undissoziierten 
Salzes. Uber die Zifferwerte s. Tabelle XX. 


Da die Guanylsiure sich osmotisch normal verhalt 
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und da eine der gréBten Verschiedenheiten zwischen dieser Siure und 
der tibrigens chemisch nahe verwandten Thymonucleinsiure') die 
MolekulargréBe ist, lag es nahe zu denken, daB diese fiir die Normalitat 
oder Abnormitit des Druckes entscheidend sei. Zunichst kénnte man 
wohl dabei an das Molekulargewicht denken; vielleicht konnte das 
Molekularvolumen auch in Frage kommen. 

Um dies zu untersuchen, habe ich den Druck einiger Substanzen 
mit Molekulargewicht und Molekularvolumen zwischen oder nahe an 
denjenigen der Guanylsiure und der Thymonucleinsiure gemessen. 
Am besten wiirde die Sache klargelegt werden, wenn man eine Serie 
von Nucleinsiuren von gleicher Valenz, aber steigendem Molekular- 
gewicht fiir die Untersuchung verwendete. Ich konnte indessen keine 
solchen, die einheitlich, bestaéndig und nicht allzu schwer darstellbar 
waren, finden und muBte deshalb zu anderen Kérperklassen tibergehen. 

Damit eine Substanz fiir diese Untersuchungen geeignet sein soll, 
muB sie folgende Forderungen erfiillen. 

1. Sie muB eine starke Saéure oder Base oder ein Salz von diesen sein. 

2. Sie muB ein Molekulargewicht oder -volumen zwischen oder 
nahe an denjenigen von Guanylsiure und Thymonucleinsaiure 
haben. 

3. Um den Resultaten eine mathematische Behandlung geben zu 
kénnen, sollen Molekulargewicht und Valenz der Ionen be- 
kannt sein. 

4. Es ist ein wesentlicher Vorteil, wenn die Substanz ein seiner 
Konzentration nach leicht meBbares Ion, z. B. H’ oder Cl’, 
enthalt. 

5. Die Substanz muB bestindig und darf nicht allzu schwer in 
reinem Zustande zu bekommen sein. 

Beim Durchgang dieser Forderungen findet man bald, daB es sehr 
wenige fiir eine Untersuchung geeignete Substanzen gibt. Die einzigen, 
die ich habe erhalten kénnen, sind die beiden Gallensiuren Glykochol- 
und Taurocholsiure nebst den basischen EiweiBkérpern Histon und 
Protamin. Die beiden letztgenannten erfillen zwar nicht die wichtigste 
Forderung (3), sind aber in anderen Hinsichten von Interesse, insbe- 
sondere deshalb, weil sie eine groBe biologische Bedeutung als Bausteine 
gewisser Zellkerne haben. 

Alkaloide mit geniigend hohem Molekulargewicht kénnten auch 
fir eine Untersuchung verwendet werden. Ich habe noch keine finden 
kénnen, die sicher einheitlich und rein waren. m 


1) Auch der Milnereffekt spielt fiir den Druck der Thymonucleinséure 
eine nicht unbedeutende Rolle, indem die interionischen Kriafte dank der 
Vierwertigkeit des Thymonucleinsiureions ziemlich gro8 auch in sehr ver- 
diinnten Lésungen werden kénnen. Siehe weiter 8. 540. 
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Eine kurze Beschreibung tiber die Herstellung und den Reinheits- 
grad der verwandten Substanzen ist hier notwendig, da es fir die 
Beurteilung der Resultate von der gréBten Bedeutung ist, daB alles 
Material vollkommen rein war. Schon winzige Mengen Neutralsalze 
vermindern z. B. den osmotischen Druck ganz erheblich. 

Die Glykocholsdure, CygH,,0,N = 465,4, ist einbasisch. Es wurde 
ein Priparat von Th. Schuckart (rein weiBes, in heiBem Wasser ohne 
Riickstand lésliches Kristallpulver) verwendet. Dieses wurde zuerst 
bei 60° unter 10mm Druck tiber P,O; bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet, was etwa 3 Wochen in Anspruch nahm. Es wurde dann 
nach Kjeldahl auf Stickstoff analysiert. Die Verbrennung ist bei den 
Gallensiuren sehr langweilig und mu mittels Oxydation (K Mn Q,) 
beendigt werden. 


0,3112 g verbrauchten 6,55 ccm n/10 HCl] = 2,95 Proz. N. 
0,2985 g a: 648 ,, n/l0 , =3,04 , N. 
0,3277 g “ 6,92 ,. n/lO ,, = 2,96 ,, N. 

Mittelwert = 2,98 Proz. N. 


Theoretisch nach obiger Forme] 3,01 Proz. N. 

Beim Einaschern von 0,4029g mit H,SO, wurde kein wagbarer 
Riickstand erhalten. 

Die Saéure ist bekanntlich in Wasser sehr schwer léslich. Um eine 
nicht zu verdiinnte Wasserlésung des Natriumsalzes zu bekommen, 
wurde eine eingewogene Menge der Saure in Wassersuspension mit 
der berechneten Menge NaOH versetzt und der Stickstoffgehalt der 
klaren Lésung bestimmt. 

Taurocholsture, Cy,H,;NSO, = 515,6. Durch Prof. 0. Hammarsten 
bekam ich ein Priaiparat von Natriumtaurocholat, das bis auf einen 
geringen Gehalt an Kochsalz vollkommen rein war. Fast alles Kochsalz 
konnte durch wiederholtes Auslésen mit absolutem Alkohol (iber Na 
destilliert) und Ausfillen mit absolutem Ather entfernt werden. Fir 
die Druckbestimmungen war es von Wichtigkeit, den Kochsalzgehalt 
genau zu kennen, und dieser wurde durch elektrometrische Cl'-Be- 
stimmung bekannt. Eine n/10 (etwa 5,5proz.) Lésung von dem Salze 
gab dabei eine Cl'-Konzentration von 7. 10~*, was etwa 0,004 Proz. 
NaCl entspricht. Dieser Kochsalzgehalt war ganz ohne Bedeutung 
bei den Druckbestimmungen, da die Lésungen dann sehr verdiinnt 
waren und die AuBenfliissigkeiten sehr groBes Volumen hatten. Nach 
der Erfahrung bei Cl'-Bestimmung in Gegenwart von Guanylaten war 
es aber auch notwendig, die MeBmethode zu kontrollieren. Kochsalz 
wurde deshalb zu der Taurocholatlésung bis zu einer berechneten 
Chlorionenkonzentration von 10~? zugesetzt. Bei der Messung wurde 
[Cl'] = 8,6 . 10—9 wiedergefunden. Der GréSenordnung nach war obige 
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Bestimmung also richtig. Nach Trocknung zu konstantem Gewicht, 
wie oben fir Glykocholsiure, wurden folgende Werte erhalten. 
0,3637 g verbrauchten 6,62 cem n/10 HC! 2,55 Proz. N 
0,4521 g es 8,26 ,, n/l0 ,, ee | 
0,3911 ¢ Ni 7,15 , n/l0 ,, 256 , N 
Mittelwert 2,56 Proz. N. (Theoretisch 2,61 Proz. N.) 
0,5408 g gaben 0,2256g BaSO, = 5,73 Proz. 8 
0,5843 g “ 0,2489¢ ,, = 685 , § 
Mittelwert 5,79 Proz. 8. (Theoretisch 5,96 Proz. 8.) 

Das Verhaltnis 8: N wird also 2,26. 

Theoretisch fiir 18: 1N = 2,28. 

Um die freie Saiure darzustellen, wurde eine 5proz. Lésung des 
reinen Natriumsalzes mit Bleiessig und verdiinntem Ammoniak bis 
zur maximalen Fiallung versetzt. Das Bleisalz der Taurocholsiure 
bildete eine zaihe, halbfeste Masse, die unmittelbar mit reinem Wasser 
wiederholt ausgeknetet wurde. Zuletzt verwandelte sie sich dann in 
ein weiBes, hartes, in Wasser unlésliches Kristallpulver. Dieses wurde 
in absolutem Alkohol gelést und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Der 
Uberschu8 an H,S und die gréBte Menge des Alkohols wurden im 
Vakuum abdestilliert (30°), der Riickstand mit absolutem Ather gefiallt 
und getrocknet. Die Saure bildete ein weiBes, hygroskopisches Kristall- 
pulver. 

Histonchlorid. Darstellung des sauren Salzes s. 8. 505. 

Um ein neutrales, kochsalzfreies Chlorid zu bekommen, wurden 
3g HiCl. HCl in 300cem Wasser gelist, mit 2,71cem n NaOH 
(bis zu einem py = 6,8) versetzt und die Lésung gegen flieBendes 
Wasser bei 0° unter Druck dialysiert. Nach einer Woche wurde die 
Innenflissigkeit an Stickstoff und Chior analysiert. Der Stickstoff- 
gehalt war (Mittel aus drei Analysen) 0,115 mg-Atome N pro Kubik- 
zentimeter, der Chlorgehalt (Mittel aus zwei Analysen) 0,0072 mg-Atome 
Cl pro Kubikzentimeter. 

Die oben zugesetzte NaO H-Menge entsprach 52,6 Proz. der ganzen 
Chlormenge, und wenn diese in der Form von NaCl ausdiffundierte 
und keine Hydrolyse vorkam, sollte das Dialysat 0,0082 mg-Atome 
Cl pro Kubikzentimeter enthalten. Es ist deshalb wahrscheinlich, 
da8B nicht nur alles Natrium als NaCl ausdiffundiert war, sondern 
daB auch durch Hydrolyse Chlor von HiCl (zu etwa 12 Proz.) weg- 
genommen war. Da man doch nichts Bestimmtes iber die Zusammen- 
setzung eines nettralen Histonchlorids kennt, wurde das Dialysat 
nach geeigneter Verdiinnung zu den Druckmessungen direkt verwendet. 


Protaminchlorid. Als Ausgangsmaterial wurde Heringssperma ver- 


wendet, das direkt am Fangorte innerhalb ein paar Stunden nach 
Koesel (19) bearbeitet wurde. Aus dem nach Fettextraktion gewonnenen, 
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beinahe weiBen Pulver wurde Protaminsulfat mit Schwefelsiure 
extrahiert, in Pikrat iibergefiihrt und das wieder bereitete Sulfat dreimal 
aus Wasser als Ol gefalit. Nach nochmaliger Pikrattiberfiihrung wurde 
(nach Alkoholfallung) ein festes, rem weibes Sulfat erhalten. Aus 
diesem wurde das Chlorid in analoger Weise tiber nochmals aus- 
gefalltes Pikrat mit Ather und verdinnter Salzsiure dargestellt, wobei 
mit sehr konzentrierten Lésungen gearbeitet wurde, da das Chlorid in 
Wasser und Alkohol sehr leicht léslich ist. Durch Zusatz von der 
zehnfachen Menge Alkohol und derselben Menge Ather konnte das 
Protaminchlorid als flockiger, weiBer Niederschlag gefallt werden. Nach 
Zentrifugierung und Trocknen im Vakuum wurde ein weibes, hygro- 
skopisches Pulver erhalten, das folgenden N- und Cl-Gehalt zeigte: 
0,0428 g verbrauchten 5,11 cem n/10 HC] = 16,73 Proz. 


0,0357 g a 4,29 .,. n/l0O , = 16,8 ,, 
0.0501 g¢ - 6.01 , n/lO , = 16,8] 
Mittelwert = 16,79 Proz. } 
0,0721 g verbrauchten 2,70 cem n/10 AgNO = 13,28 Proz. Cl 
0,0687 g os nee: «- Wee - 13,06 ,, os 
0,0653 g * 241 ,, n/l0_,, 13,09 
Mittelwert = 13,14 Proz. Cl 


Das Verhiltnis N: Cl ist gleich 1,28. Fir 10N:3Cl berechnet 
sich 1,32. Dieses Chlorid reagierte gegen Lackmus neutral. 


Amine. Von der Taurocholsiure, die in Wasser leicht ldéslich, 
also fiir die bequemere indirekte Druckmessung (Gefrierpunkt) sehr 
geeignet ist, habe ich auch Salze mit Tetramethylammoniumhydrat 
und Triisoamylamin untersucht. Die Salze wurden durch Mischung 
von berechneten Mengen der freien Saiure mit der Base in Wasserlésung 
dargestellt. 

Tetramethylammoniumjodid wurde in bekannter Weise aus Tri- 
methylamin (Kahlbaum), Methyljodid und Methylalkohol gewonnen. 
Das Jodid wurde in einem mit Natronkalkréhrchen und Heber ver- 
sehenen Kolben in CO,-freiem Wasser gelist und mit einem UberschuB 
von Ag,0 geschiittelt. Ohne Filtrieren wurde die Tetramethy!l- 
ammoniumhydratlésung dann verwendet, wobei der Gehalt durch 
Titration mit n/10 HCl ermittelt wurde. 

Triisoamylamin (von Kahlbaum) wurde unmittelbar vor der Ver- 
wendung im Vakuum destilliert, wobei eine konstant siedende Fraktion 
aufgenommen wurde (Siedepunkt 117° bei 15mm). Das aus | Mol 
(C;H,,)3N und 1 Mol Taurocholsaure dargestellte Salz reagierte neut ral 
gegen Lackmus. 

Nach den auf 8. 513 angefithrten Griinden konnte man sich denken, 
daB die MolekulargréBe, Gewicht oder Volumen, fiir die groBe Ab- 
normitat des Druckes gewisser hochmolarer Elektrolyte verantwortlich 
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sei. Um herauszufinden, welche von diesen GréBen die entscheidende 
Bedeutung hat, kénnte man den Druck einer Substanz untersuchen, 
deren Molekulargewicht in dem Gebiete der druckabweichenden Stoffe 
liegt, die aber wesentlich gréBere Dichte hat. Eine solche Substanz 
ist die Metawolframsiure, H,W,0,, = 946, die also ein viel gréBeres 
Molekulargewicht hat als die beiden Gallensdiuren, die osmotisch abnorm 
sind (s. unten). Wie alle Wolframverbindungen, hat die Metawolfram- 
siure eine sehr groBe Dichte, vielmal gréBer als die der Nucleinséuren 
und anderer organischer Verbindungen. 

Fiir die Metawolframsiure haben Sobolew (20), Rosenheim und 
Kohn (21) und Copauz (22) die Gefrierpunktserniedrigung in Wasser- 
lésung gemessen. Tabelle XVIII zeigt einige von ihren Resultaten. 


Tabelle XVIII. 


Gefrierpunktserniedrigung und Leitvermégen der Metawolframsaure. 
Nach Sobolew, Rosenheim und Kohn und Copauz. 





g H.W, Oj in 100 g Wasser Gefrierpunktserniedrigung van ‘t Hoffs Faktor i 
0,3489 0,018 2,53 
0,6992 0,034 2,32 
1,410 0,062 2.15 
2,872 0,117 1,99 
5,1 0,19 1,90 
5,915 0,228 1,89 
8,563 0,321 1,92 

10,2 0,36 1,80 
12,58 0,465 1,80 
16,16 0,615 1,75 
20,4 0,65 1,63 
25,94 0,879 1,66 
30,6 0,96 1,60 


Liter Lésung, worin 1g-Mol. | | 
+ Of eg aimightatpnanage | 32 64 | 128 | 256 | 512 | 1024 
Molares Leitvermégen (25°) | | | 1704 233,5 | 279,1 | 325,2 | 371,6 | 416.7 


Eine Lésung von 1,41 g der Metawolframsiéure in 100g Wasser 
(1 g-Aquivalent H,W,0,, auf etwa 34 Liter Lésung) zeigt also eine 
Gefrierpunktserniedrigung, aus welchet tosm. = 2,15 sich berechnen 
laBt. Wirde man voraussetzen, daB icgm. = te. = 1 + 2 ist, wird 
also in diesem Falle « = 0,58. 

Da die Metawolframsiure also trotz ihres groBen Molekulargewichtes 
einen osmotischen Druck besitzt, aus dem man sehr starke Dissoziation 
berechnen kann, lag es am nichsten zu untersuchen, ob das Molar- 
volumen in Zusammenhang mit den erwahnten Abnormitaten gebracht 
werden konnte. 

Mit Molarvolumen wird im folgenden das Volumen von 1 g Mol 
der Substanz in verdiinnter Lésung verstanden. 
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Ist das spezifische Gewicht einer Lésung von ¢ g-Mol. zu 1000 com 
Lésung 8,, das spezifische Gewicht des Wassers bei derselben Tempe- 
ratur sy und M das Molekulargewicht, so wird das (relative) Molar- 


volumen 
i c M— (8; — 8y). 1000 


8; .€ 
Tabelle XIX gibt eine Zusammenstellung tiber die mit Pykno- 
meter gemessenen spezifischen Gewichte (s;) und die berechneten 
V-Werte bei einigen der untersuchten Substanzen. 


Tabelle XIX. 


Relative Molarvolumina einiger ,,Kolloidelektrolyte™. 20°. 





Molare Inez. Gew.. Relatives 
Substanz, Konzen- Yifferenz Molekular- Spez. Gew. 
tration (8S; —Sy) | volumen , d. Substanz 
. in verd 
c. 18 16 ' pew 
- + 


Mittelwerte von 


Molekulargewicht 


Guanylsaure, { 15,07 2,51 196 184 
Cy HyOsNsP 363,2 | 13,60 2,25 ’ 
49,9 11,98 
di-Natriumguanylat, | 25,0 5,92 2 44 


C9H,,0,N;PNa,— 407,2) 15,0 3,62 
10,0 2.40 


Natriumglykocholat, {| 26,0 3,18 
CxsHyNO,Na = 487,5| 13,0 1,60 


Taurocholséure, j 82,8 11,01 
C,.H,,NSO, — 515,6 | 414 5,42 
Natriumtaurocholat, | =. ae 
C,,H,,NSO,Na — 537,6| 138 2'07 


Protaminchlorid, 51,2 11,70 
n(R,Nj4oCl,) ? 25,7 5,84 
Mol.»Gew. 813 angenommen 16.0 3.62 


Histonchlorid, 17,6 5,07 
n(R,N,,Cl)? ‘ 8.8 2.47 
Mol.-Gew. 1100 angenommen 44 1.26 


Thymonucleinséure 


nach E. Hammarsten, 
Mol.-Gew. = 1423 


ThymonucleinsauresNa, 
nach E. Hammarsten, 
Mol.-Gew. = 1545 


837 


817 1,89 


Die Druckmessung wurde bei den Gallenséuren und ihren Salzen 
mit der Steighéhenmethode unter Verwendung von hydrostatischem 
Anfangsdruck ausgefibrt. Als Membran diente ,,Hiilse IV“ (sieche 
Guanylsaure). Der Druck blieb mehrere Stunden vollkommen konstant. 
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Bei diesen Versuchen kam keine Hydrolyse vor (s. unten), weshalb 
eine sehr einfache und vollkommen genaue Methode zur Bestimmung 
der Konzentrationen innen und auBen verwendet werden konnte. Die 
Lichtbrechung einer Serie von Lésungen in dem betreffenden Kon- 
zentrationsgebiete wurde fiir jede Substanz mittels eines Flissigkeits- 
interferometers (Zeiss) gemessen. Sie war fiir die meisten Substanzen 
eine liniare Funktion der Konzentration. Durch Untersuchung der 
unbekannten Lésung in derselben Schichtdicke konnte ihre Kon- 
zentration aus der Kurve interpoliert werden. Die Genauigkeit war 
etwa + 0,5 Proz. Die Interferometerzahlen sind in dieser Arbeit nicht 
angegeben. Die Dissoziationskonstante der Glykocholsiure wurde wie 
bei der Guanylséure bestimmt, so auch alle Leitfahigkeitsmessungen. 
Der Druck von Protamin- und Histonchlorid wurde mit der Sérensen- 
schen Kompensationsmethode gemessen. Die Methode wurde genau 
befolgt und die Ablesung der Meniskenlagen konnte auf + 0,01 mm 
gemacht werden (Kathetometermikroskop). Eine kaum meSbare 
Stickstoffmenge diffundierte in einigen Versuchen aus. Die Konzen- 
tration an Chlorionen wurde elektrometrisch gemessen. Die Potentiale 
stellten sich sehr rasch und vollkommen konstant ein, und die Ab- 
weichungen vom Mittelwert waren, wie Parallelversuche zeigten, nie 
gréBer als + 5 Proz., oft kleiner. 

Die Berechnungen des Druckes sind sowohl nach der klassischen 
Theorie, wie nach der neueren unter Verwendung von Debye-Hiickels (26) 
Formeln ausgefiithrt. Wenn auch diese neuere Theorie, sofern es starke, 
anorganische Elektrolyte gilt, sich an die Erfahrung viel besser als 
die klassische anschmiegt, schien es mir doch angemessen, die Berechnung 
der Abweichungen des Druckes hauptsichlich auf die klassische Theorie 
zu griinden. Erstens zeigte sich nimlich bald, daB beide Theorien 
ungentigend waren, um die kleinen Drucke der untersuchten Substanzen 
zu erkliren, weshalb beide Theorien fiir die Berechnung der Ab- 
weichungen ziemlich gleichgestellt waren. Zweitens ist die neuere 
Theorie doch gar nicht endgiiltig ausgefiihrt, und besonders nicht 
fiir hochmolare Elektrolyte, auch nicht fir Elektrolyte, bei denen man 
sich die Befindlichkeit eines Dissoziationsgleichgewichtes vorstellen muB. 

Im folgenden bedeutet fiir eine 1 x n-wertige Substanz: 

P, der nach van ’t Hoff fir den undissoziierten Zustand berech- 
nete Druck. 

Prer. der nach Arrhenius fir Elektrolyte berechnete Druck, also 
Proer. = Po (1 + na). 

P, der fir vollstindige Dissoziation berechnete Druck, also 
Py = Py(l1 +n). 

Pet. der experimentell gefundene Druck. 
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Bei Gefrierpunktsbestimmungen ist P gegen J (Gefrierpunkis- 
erniedrigung) zu ersetzen. 


Pree. — Pee 
A ist die prozentische Abweichung A = 100- = =. 
ber. 
' , ’ , i+ne > ’ 
F ist bestimmt durch die Gleichung F = ov -A. (Uber die 
L 
Bedeutung von F s. weiter 8. 532). 
P P . P, P oct. 
© (gefunden) ist die Abweichung 0 = P . 
k 


© (berechnet) ist nach Debye-Hiickel berechnet. Mit den von mir 
benutzten Bezeichnungen geben Debye-Hiickels Formeln: 


+ NO, 

l+n ’ 

was auch fiir ziemlich starke Lésungen eines 1 x n-wertigen Elektro- 
lytes gelten soll. c ist hier die molare Konzentration, 6, (und 6,) eine 
Funktion von den drei Variablen Konzentration c, Ionenvalenz n (bzw. 1) 
und Ionendimensionen a, (bzw. a,), die durch die Gleichung: 

3 ] 
(xa, )* (1 + xa,) 
bestimmt ist. In diesem Ausdruck bedeutet wieder x eine Funktion 
aus n und ¢ nach der Gleichung: 

x = 0,231 .10°.\n(n + 1).)e. 

Eine groBe Schwierigkeit bei den Berechnungen nach dieser 
Formel liegt darin, daB man die Dimensionen der von mir untersuchten 
voluminésen Ionen nicht sicher kennt. Eine exakte Bestimmung 
von © wurde deshalb unméglich. In den folgenden Tabellen ist @ 
fir a, =a, =0, 3, 3,5, 10 oder 50.10~* em berechnet, wobei also 
mit einer gemeinsamen 
mittleren GréBe fir beide *” e wt 
Ionen gerechnet wurde. | roo i 
Der Bruch **——"% 

1 +n 
demnach auf 6 (xa) ver- 
einfacht. Hieriiber sagen 
Debye und Hiickel fir die Berechnungen an anorganischen Salzen: 
Es schien uns nun angezeigt, bei der heutigen Sachlage nicht auf 
die einzelnen IonengréBen einzugehen, sondern mit einem mittleren, 
fiir die Ionen eines Elektrolyten gleichen Durchmesser a zu rechnen“. 
a = 3,5. 10~—* cm entspricht etwa der GréBe der Ionen K’, Na’, Cl’ usw. 
— Damit die ziemlich komplizierte Funktion © in ihrer Abhangigkeit 


34* 


100@ — 27,0 Vn3(n + 1) Ve. 


a= [a+ x a,,) — 2¢log(1 + xa,)| 





0,06} ——____+-___ 


wurde 2a2}+— > ——_ ar 
Qo s 10 PJ tox Ve @ 














Abb. 12. (n = 1.) 
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von c, n und a leichter zu tiberblicken werde, habe ich die Abb. 12 
bis 17 gezeichnet. Die Abb. 12 gibt den Zusammenhang zwischen 
@ und jc bei vier verschiedenen a-Werten fir 1 . l-wertige Elektro- 
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Abb. 13. (n = 2.) 
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lyte, die Abb. 13 bis 15 dasselbe fir 1.2-, 1.3- bzw. 1 . 4-wertige 
Elektrolyte. Die Abb. 16 und 17 beziehen sich auf die molare Kon- 
zentration ¢ = 2,5.10~-3, also in dem von mir meist verwendeten 
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Konzentrationsgebiet. Die Abb. 16 zeigt dann den Zusammenhang 
zwischen @ und a bei verschiedenen n-Werten ; die Abb. 17 zeigt wieder, 
wie @ bei verschiedenen a-Werten auf der Valenz (n) beruht. © wichst 
im allgemeinen mit der Konzentration. Nur bei sehr voluminésen 
und polyvalenten Ionen kann sie in dem betreffenden Konzentrations- 
gebiet ein Maximum zeigen, um wieder langsam herabzusinken. @ nimmt 


osahO Surc=2,5x10* 
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Abb. 17. (¢ = 2,5 x 10-3) 


weiter mit der Valenz sehr rasch zu, doch ist diese Zunahme von den 
Ionendimensionen stark beeinfluBt, so daB schon bei a = 10. 10~*° cm 
die Zunahme mit n nur etwa proportional ist (s. besonders Abb. 17). 
Je gréBer die Ionen werden, je kleinere @-Werte sollte man bei tibrigens 
gleichen Bedingungen erhalten, indem die potentielle Energie der 
gréBeren Ionen bei gleichen Ladungen natiirlich kleiner als die der 
kleineren Ionen ist. Dies ist bei den von mir untersuchten, sehr groBen 
Ionen zu beobachten. 
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Tabelle XX. ; 
Osmotischer Druck von H,;G und Na,HG aus Tabellen VI, VIII, X. 
Molare Konzen- 100 6 
Substanz An) dag RID berechnet fur 
| 10 oem | g=35.10- a= 10.109 
H.G | 15,07 —25*)| —85 27 3.8 28 
s | 7,53 +50*) +15 29 2.9 23 
25 —55*) —99 22 13,8 7,8 
13 —l17*) —46 18 11,1 7.0 
2,50 +02 + 03 12,9 5,6 4.6 
Na, HG 2.45 —13 —2,1 — — — 
2,56 +410 + 16 _ — fait 
1,20 —O0A4 — 0,6 9,6 4,1 35 
0,59 —1,0 — 1,6 6,2 3,0 2.6 
*) Aus Gefrierpunktsbestimmung. : 
Tabelle XX gibt eine Zusammenfassung der Abweichungen 4A, 
F und 100 @ fiir Guapylsiure und ihr Natriumsalz. 100 © wurde fir 





die freie Saure als 1 . l-wertig, fir das Natriumsalz als | . 2-wertig 
berechnet, und die Rechnung wurde unter Annahme von a = 3,5 
bzw. 10.10~-*%cm ausgefiihrt. Der letztere Wert entspricht Ionen, 
die etwa 20- bis 25mal gréBer sind als die Ionen K’, Na’, Cl’ (s. oben). 
Bei simtlichen von mir untersuchten hochmolaren Elektrolyten dirfte 
man wohl deshalb mit Wahrscheinlichkeit behaupten, daB a gréBer als 
10.10-*cm ist. 1000 wurde durchgehend héher gefunden als die 
Theorie fordert. Dies zeigt deutlich, daB sowohl Guanylsiure als 
auch das Natriumsalz bei den untersuchten Konzentrationen nicht 
vollkommen dissoziiert waren. Die altere Berechnungsweise ist wohl 
deshalb hier berechtigt und zeigt, daB die Substanzen osmotisch normal 
sind, indem A, also auch F, innerhalb der Versuchsfehler der MeB- 
methode gleich 0 waren. 

Tabelle XXI gibt eine Zusammenstellung der Druckmessungen 
von EF. Hammarsten iiber Thymonucleinsiiure. Trotzdem diese Saure 
vierwertig ist, sollte man nach Debye-Hiickel bei den von E. Hammarsten 
untersuchten Konzentrationen fiir das Natriumsa]z nur 100 @ = 6,4 — 16 
(fir a = 10.10~* cm) erwarten, wihrend der gefundene Wert 100 @ = 84 
weit dariiber geht. 





Tabelle XXI. 
Osmotischer Druck von Thymonucleinsiure und dem Natriumsalz 
nach £. Hammarsten. 
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Tabelle XXII zeigt die Resultate meiner Messungen tiber das 
Dissoziationsgleichgewicht von Glykocholsiure, nach der klassischen 
Theorie berechnet. 
Tabelle XXII. 
Dissoziationskonstante der Glykocholsaure. 





Molare Konzentration Konzentration 


der Saure an NaOH [H'] . 104 k. 16 
c, . 10 cp. 104 
7,35 0,00 1,49 3,8 
7,35 1,80 0,823 4.6 
7,35 3,60 0,328 3.8 
7,35 5,39 0,132 40 
7,35 7,18 0,0084 3,7 


Mittelwert k = (4,0 + 0,2). 10—5 


Die Saure ist ziemlich schwach, indem die Dissoziationskonstante 
nur etwa doppelt so groB wie die der Essigséure ist. 
In Tabelle XXIII wurde durch Leitfihigkeitsmessungen die 
Dissoziation des Natriumsalzes der Glykocholséure bestimmt. 
Tabelle XXIII. 
Dissoziationsgleichgewicht des Natriumglykocholats. 





Volumen von Spezifisches Aquivalentes 


l-geAquivalent | sm Leitvermégen Leitvermégen «,, 
V Liter xz. 16 Ae 
198 5,05 5,378 106.5 0,89 
256 3,91 4,245 108,7 0.91 
512 1,95 2,199 112.6 0,95 
1024 0,976 1,123 115,1 0,97 
2048 0,488 0,569 116.5 0,98 
4096 0,244 0,287 117,6 0,99 
8192 0,122 0,144 118,0 0,99 
x 0,000 0,000 119.0 1,00 
Ajo — Ag2 = 6,4 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Differenz A\o24 — 425 = 6,4 
gefunden wurde. Nach Ostwald-Waldens Regeln soll diese Differenz 
fir 1 . l-wertige Salze den Wert 2,9 haben. Die Leitfaihigkeit stimmt 
also nicht mit dieser Regel. Die Dissoziation ist sehr weitgehend in 
dem untersuchten Konzentrationsgebiet. 

Man konnte sich vorstellen, da8 das Natriumsalz einer so schwachen 
Saure, wie die Glykocholsiure, durch Hydrolyse waihrend der Dialyse 
zersetzt werden sollte, was eine Senkung des osmotischen Druckes 
verursachen wiirde. Einige Messungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration vor und nach Dialyse sind in Tabelle XXIV angefiihrt und 
zeigen, wieweit dieses der Fall war. 
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Tabelle XXIV. 


Membranhydrolyse von Natriumglykocholat. 





eid (H"). 10° * a x cg . 108 cy . 108 Pe ane 

c = cg) . 168 - nav alyse ; N.-Be- iffundiertes 

. a) 1° vor alyse (6 Stunden) Ramat d | Soe NaOH 
354 | O45 | 4112 3,120 3,13 0,3 
2.88 10,23 2,05 2.395 2.40 0.2 
144 10,08 0,88 1,257 1,27 1,0 


c; und c; bezeichnen die Konzentrationen an Glykocholsiure vor 
bzw. nach Dialyse, cz und ¢2 die Konzentration an NaOH vor bzw. 
nach Dialyse. Mit den gewéhnlichen Bezeichnungen gilt: 

a ke, a) 
e [HA] +k © (HY 
Da [H’] auch nach Dialyse nie so nahe an k kam, daB es als Addend 
gegen k von Bedeutung wurde, und da [H’] auch weit von c, lag, konnte 


— (H’}. 


w 


[H) 
), wonach c} in Tabelle XXIV berechnet 


die Gleichung auf c, —c¢, = 


” "2 1 1 
c2 | w fH)” (Hy, 
wurde. Die Hydrolyse war, wie man sieht, von sehr unbedeutender 
Einwirkung auf die Konzentration cz. Sie wurde bei den Druck- 
bestimmungen nicht mit in Rechnung genommen, da sie kaum tiber 
die Versuchsfehler auf das Resultat einwirken konnte. 

Tabelle XXV zeigt den osmotischen Druck von Natriumglyko- 
cholat. 


vereinfacht werden, oder da ¢; = ¢2, 

















Tabelle XXV. 
Osmotischer Druck von Natriumglykocholat. 

Mol. Konzen- | | Osmotischer A on 100 # 

tration . 10° in | Druck | Pree P es a 
Gleichgewicht «a cm Wasser i. 4 Peet. | F berechnet fiir 
cane | im 7 eef. oe 
innen | auBen _Poer. | P get. .100 a =0.10-* | a=10.10-* 
313 | 003 |o,92| 1468| 1240! 155 |323/190| 22 1,7 
2,40 | 0,12 | 0,94 || 109,0 | 92,8 | 149 30,8 || 17,5 i: oes 
1,27 | 006/096) 585/ 495) 154 |314/171| 13 12 











Mittelwert F = 31,5 Proz. 


Eine deutlich merkbare Abweichung vom berechneten Druck 
wurde beobachtet sowohl bei Berechnung nach der klassischen wie nach 
der neuen Theorie. Die Abweichung war aber kleiner als bei vielen 
bisher untersuchten Kolloidelektrolyten, im Mittel wurde bei den 
verwendeten Konzentrationen A = 15,2 Proz. erhalten. Auf Versuchs- 
fehler kann die Abnormitiét nicht zuriickgefiihrt werden, ebensowenig 
auf Aggregation, denn aus dem Dissoziationsgrade « = 0,92 bis 0,96 
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folgt, daB diese héchstens 8 bis 4 Proz. betragen konnte, und die Ab- 
normitaét war viel gréBer. 
Tabelle XX VI. 


Osmotischer Druck der Taurocholsaure. 





Mol. Konzen- : Osmotischer 100 « 

tration . 1 in {H ]. 103 Druck 

Gleichgewicht in Gleich- cm Wasser : F berechnet fir 
gewicht | gefunden 

innen | aufBen innen ber. gef. I a 0 a=10.10-* 


2,2 
) 


341 0.065 248 142.1 1062 25.3 60.1 35.6 2 

2.53 | 0,03 195 | 109.0 832/237 544 326 1s 

1.81 | 0,02 147 || 79.9) 60,5 /|24.3/542) 313 1 
Mittelwert F = 56,2 Proz. 


¢ 
6 


Tabelle XX VII. 


Gefrierpunktserniedrigung fiir Taurocholsaure. 





Molare Getrierpunkts- 100 6 


Konzen- {H'] 18 erniedrigung A F berechnet fur 
— | gefunden 
z's berechnet gefunden | a=0 |a=10.10-* 


51,0 0,257 0,207 19 52 35,9 ll 
28,7 0,142 0,112 21 56 36,0 8. 


Mittelwert F = 54,0 Proz. 


3 3,9 
3 3,6 


Die Wasserstoffionenkonzentration wurde elektrometrisch ge- 
messen. Die Taurocholsiure ist, wie die C- und [H']-Werte angeben, 
eine starke Saure; in n/10 Lésung ist der Dissoziationsgrad etwa 0,55. 
In Ubereinstimmung mit den anorganischen, starken Siéuren scheint 
die Taurocholsiure dem Massenwirkungsgesetz nicht zu folgen, indem 

([H’) 
Cc — (H] 

Es war itiberhaupt sehr unerwartet zu finden, dab Taurocholsiure 
so viel starker als Glykocholsiure ist. Dieses muB vielleicht auf ver- 
schiedene Anlagerung von Glykochol bzw. Taurin zuriickgefiihrt werden. 
Da Taurin selbst als Ampholyt nur sehr schwach sauer reagiert, ist es 
sehr wahrscheinlich, daB ihre SO,H-Gruppe in der Taurocholsiure 
frei und von NH, ungeschwicht vorkommt. Die Sache ist von Inter- 
esse, nicht zum wenigsten, weil Taurocholsaure biologische Bedeutung 
hat, konnte aber gegenwirtig aus Materialmangel nicht weiter verfolgt 
werden. 

Es war aus diesem selbstverstandlich, daB man bei dem Na-Salze 
der Taurocholsiure mit keiner Hydrolyse zu rechnen hat. Sowohl 
bei direkter wie bei indirekter Druckmessung wurden viel kleinere 
Drucke erhalten, als die aus C und [H’] oder nach Debye-Hiickel be- 


Ostwalds Verdiinnungsgesetz k = keine konstanten k-Werte gibt. 
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rechneten. Die Abweichung (A) war, sowohl osmotisch wie indirekt 
gemessen, dieselbe, 20 bis 25 Proz. 


Tabelle XX VIII. 
Dissoziationsgleichgewicht des Natriumtaurocholats. 








Molare Molare 
Konzentration | V = Ie As «. Konzentration VV = Iie Ay «.. 

c. 16 c. 18 

96.5 10,4 48,7 0,77 1,95 512 61,7 0,97 

313 32 54,4 0,86 0,976 1024 62.5 0,99 

15.6 64 57,0 0,90 0,488 2048 62,9 0,99 
7,8 128 58,5 | 0,92 0,244 4096 63,1 1,00 
3.9 256 60,6 | 0,96 0,000 ea) 63,3 1,00 


Ayo — A32 = 8,1. Die Dissoziation folgt Ostwald-Waldens Regel 
besser als fir die Glykocholsaure. 


Tabelle XX IX. 


Osmotischer Druck von Natriumtaurocholat. 





Siet, Renae i Osmotischer Druck idee Ie 

Gleichgewicht a il cm Wasser A iy 3 berechnet fiir 
mae eee gefunden ———— . 

innen | aufen | berechnet | gefunden a=0 |a= 10.10 
, i ” i I 


3,37 0,05 | 0,96 1605 | 1162 | 276/563) 29,1 2.2 1, 
2,86 | 0,03 || 0,97 | 1374 | 102,2 | 25,6) 52,0) 268 2,0 1, 
174 0,01 | 098 844 59,5 29,5 59,6 303 16 1, 


Mittelwert F = 56,0 Proz. 


wow 








Tabelle XXX. 
Gefrierpunktserniedrigung fiir Natriumtaurocholat. 
Molare Gefrierpunkts- | ii 100 
Konzen- a a a . oe ae? ae berechnet fiir 
rl | gefunden —--— - -—— 
tration . 18 lb 1, t| gef A | | |= ‘ a=0 a=10.10-* 
=—- = SS Se = : 
96,5 0,77 | 0316 0,236 25,3 58 33,9 | 118 3,9 
48,3 0,83 | 0,164 0,124 244 54 30,6 | 8,4 3.6 


Mittelwert F = 56,0 Proz. 


Auch beim Natriumsalze der Taurocholsiure wurde eine Ab- 
normitat des Druckes wahrgenommen. Diese war ungefihr ebenso 
groB (A = 25 bis 30 Proz., sowohl bei direkten Druckmessungen als 
bei Gefrierpunktsbestimmungen) wie bei der freien Saure, méglicher- 
weise ein wenig gréBer und konnte, wie beim Natriumglykocholat, 
nicht auf Aggregation zuriickgefiihrt werden, indem « = 0,96 bis 0,98 
gefunden wurde. 


PERNA im mF oe 


il ea he ee ae ee a el I lta le a le 


a BY omy 


en ee ed 


Untersuchungen einiger hochmolekularer Elektrolyte usw. 531 


Die Abnormitét A des Druckes bei Glykochol- und Taurochol- 
siure, sowie bei ihren Natriumsalzen ist ziemlich klein. Vergleicht 
man sie noch mit dem Drucke der Guanylsiure, so geht daraus hervor, 
daB bei immer gréBeren Anionen eine steigende Abnormitat auftritt, 
ganz gegen die Wirkung der Ionenpotentiale. Das Guanylation ist 
noch ,,klein genug, um normale Drucke zu geben, aber schon beim 
Glykocholation ist die Grenze iiberschritten. 


Tabeile XX XI. 


Dissoziationsgleichgewicht des Histonchlorids. 





(Cl’] 


Grammatome C1.1 | (cir 108 (Cij 


auf | Liter Dissoziationsgrad @ = 


7,20 5,20 0,72 
3.60 2.80 0.78 
1.44 1,18 0,82 
0.72 0.65 0.90 


Der Dissoziationsgrad « wurde als das Verhiltnis zwischen Chlor- 
ionenkonzentration (elektrometrisch gemessen) und totaler Chlor- 
konzentration (maSanalytisch an der Stammlésung gemessen) erhalten. 


Tabelle XX XI Ta. 
Osmotischer Druck des Histonchlorids. 





CI’] . 108 


Osmotischer Druck = 
in Gleichgewicht = 


g-Atome cm Wasser 


N .107/Ltr. 
in Gleich- innen auBen 
gewicht - ai 
innen [ci] [cl,] 


ber. fiir nur a _ 
die Konz. ve x 
[oxy || 


2[ci,] Py 
P. 


ewicht, aus 
Tab. XXXi graph 
extrapoliert 


Dissoziationsgrad 
« innen in Gleich- 


~ 
= 


98,0 5,00 0,14 \ 116.4 88,0 | 244 71 

48,6 2,60 0,04 62,2 445 | 285 72 

19,3 1,11 0,05 . 24.9 17,2 | 31 70 
95 0,61 0,06 12,1 7,2 41 98 7 


F-Mittelwert | 94 73 


Fir Histonchlorid war die Abnormitaét des Druckes jedenfalls 
sehr groB. Welcher Druck theoretisch von den Histonionen kommen 
diirfte, 14Bt sich nicht berechnen, da Molekulargewicht und Valenz 
von Histonchlorid unbekannt sind. Die gefundenen Drucke waren 
aber in allen Fallen und héchst bedeutend kleiner als diejenigen, die 
man nach der klassischen Theorie durch die Verteilung der Chlorionen 
allein berechnen konnte. B bedeutet die prozentische Erniedrigung des 
fir nur Cl-Ionen berechneten Druckes und war bei den untersuchten 
Konzentrationen etwa 25 bis 40 Proz. Die Konzentration der Chlor- 
ionen wurde elektrometrisch gemessen. Die Versuchsfehler konnten 





tae 


OO Fe eee oo Petip 
+ tt 5 
Fes tcms |= 


ee ee 
TRS? 








532 H. Hammarsten: 


Tabelle XX XI1b. 


Osmotischer Druck des Histonchlorids (dieselben vier Messungen wie in 
Tabelle XXXITa). 





etittinatinateaiitiainistiianiinns . - . aE REE —— we 
[ci] ‘ ({¢ li] nu 2 [c,]) berechnet fiir - 
= 1 ~ [cl] - 24,67 . 1 gefunden 

- cm Wasser a=10.10-* a=. 
5,77 250,2 64,8 4,9 1,6 

4,06 122.9 63,8 38 15 | P 
2.45 45,9 62,5 2.6 14 | 
1,70 22.7 68 1,9 1,2 

4,67 221.5 60,3 8,1 25 

3,30 109.0 59,2 6.5 26 | . 
1,98 40,5 57,5 4,4 24 { 
1,30 19,7 63 3,1 22 

4,00 207,2 7,5 115 3,4 

2.83 102,1 56,4 9,0 3,3 | 4 
1,67 38,0 54,7 6,0 3,0 | 
1,05 18,5 61 43 2.6 


dabei nur einige Prozente, wie bei allen Cl’-Messungen, betragen, wie 
die sehr wahrscheinlichen a«-Werte von Tabelle XXXI zeigen. Die 
Berechnungen nach der neueren Theorie haben nur relativen Wert, 
da sowohl Valenz wie Dimensionen der Histonionen unbekannt sind. 
100 © wurde doch fiir m = 2, 3 und 4 (die Molekulargewichte 2200, 
3300 bzw. 4400 entsprechend) und fir a = 10.10~*° und 50.10~° 
berechnet. Auch wenn n = 4 und a = 10. 10~* angenommen werden, 
kann die potentielle Energie der Histonchloridlésung bei weitem nicht 
die gefundenen groBen ©@-Werte allein erkliren, ja selbst wenn man 
annehmen wollte, daB Histonchlorid achtwertig wire, konnte dies 
allein nicht so kleine Drucke hervorrufen wie die gefundenen. 

DaB ein kleinerer Druck gefunden wurde, als was fiir die sicher fest- 
gestellte Konzentration des einen Ions berechnet werden konnte, zeigt, 
daB wenigstens nicht nur Aggregation die Abnormitat hervorgerufen 
hatte. Da die Chlorionen ferner einwertig, die Histonionen aber sicher 
mehrwertig sind, ist die Abnormitaét wahrscheinlich nicht durch 
,,osmotische Unwirksamkeit“ der letzteren Ionen hervorgerufen worden. 
Man mu8 vielmehr annehmen, da8 die Chlorionen zum Teil oder ganz 
,osmotisch unwirksam“ waren. F zeigt dann, wie man sich durch eine 
einfache Herleitung leicht tiberzeugen kann, die prozentische Menge 
der Chlorionen, die nach dieser Betrachtungsweise ,,osmotisch un- 
wirksam“ sein sollten, wenn tibrigens der Druck aus der Partikelanzahl 
nach van ’t Hoffs Gesetz berechnet wird und keine Aggregation vor- 
kommt. Es soll darauf hingewiesen werden, daB, trotz groBer Variationen 
in B mit der Konzentration, F innerhalb der Versuchsfehler ziemlich 
konstant war. 
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Tabelle XX XIII. 


Dissoziationsgleichgewicht des Protaminchlorids. 





Gramm Gramm: 
Protamin- aquivalente , ~) , 
chlorid aut pro Liter . [C1’} . 1068 
1 Liter c.10 


Cery 
Cl 


11,47 423 27,6 0,65 — 
8,88 328 é 22.3 . 0,68 0.65 
4,44 164 j 11,6 ‘ 0,71 0,67 
2,32 85,6 6,45 3, 0,75 0,72 
1,16 42.8 3,48 90.4 081 0,78 
0,58 21,4 1,84 97,4 0,86 0,84 
0,29 10,7 934 0,95 100,9 0,89 0,87 
0,145 5,35 0,50 106,7 0,93 0,92 
0,072 2,67 3740 0,256 110.2 0,96 0,95 
0,000 0,00 oo 0,000 116,0 1,00 1,00 


Nach den Analysen (8.519) enthalt das Salz 0,37 Atomproz. 
Chlor, was 1 g-Aquivalent Chlor auf 271g lufttrockenes Protamin- 
chlorid entspricht. Das Aquivalentgewicht wurde deshalb gleich 271 
gesetzt. 

Aus Leitfaihigkeitsmessungen und Chlorionenbestimmungen wurde 
nahezu derselbe Dissoziationsgrad berechnet. Uber die Valenz der 
Protaminionen kann aber, wie beim Histon, nichts Sicheres gesagt 
werden, da das Molekulargewicht auch hier unbekannt ist. Wenn man 
voraussetzen kénnte, daB Ostwald-Waldens Regel fiir Protaminchlorid 
gilte, sollten die Protaminione dreiwertig sein (4}024 — 432. = 28,5). 
Eine gewisse Wahrscheinlichkeit erhilt dieser Wert auch aus dem 
Verhaltnis N:Cl = 10:3 nach den Analysen. Die Dreiwertigkeit 
kann aber nicht als bewiesen angesehen werden. 


Tabelle XXXIV. 
Osmotischer Druck des Protaminchlorids. 





| Osmotischer Druck 
com Wasser 
berechnet 
|| .d.Konz. | gefunden 
» [ci)- P, 
2[Ci,]; Po 


Cl’). 108 
Gramm __in Gleichgewicht 
Protamin- ieee 
chlorid innen auBen 
auf i , 
1 Liter [ch] [Cl] 


a Goaitow aus 
Tabelle XXXII 
extrapoliert 


2418 218.2 98 
132.7 114.9 
67,6 74 15) 
36,5 ‘a 31,3 14,2 
F-Mittelwert 


3,96 , 0,10 
198 | 0,06 
0,98 ; 0,03 
0,50 | / 0,03 


. 
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4838 








534 H. Hammarsten: 


Tabelle XXX Va. 


Gefrierpunktserniedrigung fiir Protaminchlorid. 





Gramm Getrierpunkts- B= r=B+ 100 
Protamins cr. emiedrigung Aber. — A get. nu 
I'} . 10° oy a Wer a 

chlorid auf (cr'] Cl ber. tur die | yetunden Aber. wenn wenn 

1 Liter {¢ l ] doer. A get. | . 100 n=2 a= 3 
11,47 27,6 0,65 0,051 0,048 6 83 57 
8,03 20,0 0,67 0,037 0,035 5 80 55 
5,74 14,6 0,70 0,027 0,024 1] 83 58 
F-Mittelwert 82 57 


Tabelle XXX Vb. 


Osmotischer Druck und Gefrierpunktserniedrigung fiir Protaminchlorid. 
(Dieselben Bestimmungen wie in Tabelle XXXVa.) 





102 Ve = y= 1000 
; TCL] n+) 4 \\-——_—— wenn 
102 yo (cr, ( ue —2[Cl,]} berechnet fur " 
"f ne al |. 24,67. 10% cm Wasser | 8*funden a= 10.10- |e 50.10-8 

8,28 509,2 cm 57,1 6.0 1,7 

5,92 261.3 , 56,0 5,0 17 

4,07 123.4 , 53,5 3,8 15 

2,93 64,1 , 51,2 3,0 14 2 

14,57 0,118° 59 74 14 

12,22 0,083° 58 7,0 15 

10,21 0,058° 59 6,6 1,6 

6,73 452.0 cm 51,7 9.8 2,3 

4,82 231.9 , 50,5 8,2 2,5 

3,31 109.5 , 47,6 6,6 2.6 

2,37 56,7 , 44.8 5,1 2,6 3 

11,90 0,105° 54 11,7 1,9 

9,98 0,074° 53 11,3 2,1 

8,34 0,051° 53 10,7 2,2 

5.81 423.3 cm 48,5 13,5 3,2 

4,16 217,3 , 47,1 11,6 3,4 

2,85 102.4 , 44.0 9,2 3,5 

2,02 53,0 , 40.9 7,0 3,4 4 

10,31 0,098° 51 16,0 2,5 

8,64 0,069° 49 15,3 2,8 

7,22 0,048° 50 14,6 3,0 





Eine Berechnung des Druckes ist wie bei Histonchlorid unméglich. 
Aus den Tabellen geht mit Sicherheit hervor, daB der Druck wesentlich 
kleiner als der fir die Chlorionen allein berechnete war. Dies war 
sowohl bei direkter Messung als bei Bestimmung der Gefrierpunkts- 
erniedrigung der Fall. 
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Die GréBe des Dissoziationsgrades macht es sehr unwahrscheinlich, 
daB Protaminchlorid in Wasserlésung in héherem Grade aggregiert 
sein dirfte. Da die Substanz auch von ziemlich weichen Kollodium- 
membranen beinahe vollstandig zuriickgehalten wurde, kann wobl das 
Molekulargewicht nicht sehr weit unter 1000 liegen. Dies entspricht 
auch fiir die Annahme eines mehrwertigen Protaminions, indem das 
Aquivalentgewicht, wie gesagt, 271 war. Ist das Chlorid dreiwertig, 
erhalt man M = 813, was ein plausibler Wert ist. 

Die Berechnung von © geschah wie beim Histonchlorid. Auch hier 
kénnen die interionischen Kriafte nicht allein den kleinen Druck er- 
klaren, sogar nicht wenn Protaminchlorid achtwertig wiire und wenn 
man trotzdem einen so kleinen a-Wert wie 10.10~°cm annihme. 
Man muB8 deshalb auch bei Protaminchlorid annehmen, daB die Chlor- 
ionen vollstandig oder zum Teil osmotisch unwirksam waren. B und F 
haben dieselbe Bedeutung wie in Tabelle XX XIII fiir Histonchlorid. 
Fir Protaminchlorid war B ziemlich klein und mit der Konzentration 
stark variabel. F war innerhalb der Versuchsfehler konstant. 

An dieser Stelle erlaube ich mir, auch einige Resultate von 
W. Biltz (13) tiber den Druck der Farbstoffe Brillantkongo, Kongo- 
reinblau und Chicagoblau anzufihren. 


Tabelle XXXVI. 


Der osmotische Druck einiger Farbstoffe nach W. Biliz. 





Konz. Molare Osmotischer Druck 
Substanz in Konz « cm Wasser 
Proz. c. 108 berechnet gefunden 


0,023 0,278 0,92 25.9 128 506 
Brillantkongo, 0,041 | 0496 089 45.1 21,6 52,1 
0,082 | 0,992 0,83 85,7 46,1 46,2 

s 0,028 | 0,282 082 29.9 11,7 60.9 
Kongo reinblau, 0,045 | 0,453 0.76 45,3 20,4 55,0 

' 0,087 | 0,876 0,70 825 39,6 52,0 


0,023 0,232 0,81 24.4 105 570 7 

Chicagoblau, 0,043 0,433 0.74 425 | 20,0 52,9 

{ 0,045 0,453 0.73 440 211 52,0 

Molekulargewicht 993 | 0,0664, 0,669 0,69 623 | 315 494 

0,078 0,785 0,67 715 37,0 483 
Aus Biltz’ Ziffern wurden C, Prer., A und F in gewéhnlicher Weise 
berechnet. « wurde aus Biliz’ Leitfihigkeitsbestimmungen durch 
graphische Interpolation erhalten. Da ich keinen der Farbstoffe be- 
kommen konnte, fehlen Bestimmungen von V (relatives Molarvolumen). 
Da die Farbstoffe mehrere Benzolkerne enthalten, haben sie sicher 
eine verhaltnismaBig groBe Dichtigkeit. Trotz des gréBeren Molekular- 
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gewichtes der Farbstoffe ist es vielleicht nicht wahrscheinlich, daB das 
Molarvolumen in Proportion gréBer als das der Taurocholsiure ist. 
Der Reihenfolge nach stimmen die Resultate von Biltz mit meinen 
Untersuchungen, indem die Abnormitaten gréBer als fiir Taurochol- 
siure waren und mit wachsender MolekulargréBe auch ansteigen. Die 
isomeren Farbstoffe Kongoreinblau und Chicagoblau gaben ungefihr 
dieselben A-Werte. Auch hier kénnen die Ionenpotentiale, wie man 
sich durch eine einfache Rechnung leicht tiberzeugt, nicht die groBen 
Abweichungen erkliren, auch trotzdem die letzten zwei Farbstoffe 
vierwertig sind. 

Es ist nach den jetzt beschriebenen Versuchen wahrscheinlich, daB 
bei ,,Kolloidelektrolyten“ im allgemeinen die oft wahrgenommene 
Abnormitat des Druckes auf einer partiellen oder totalen osmotischen 
Unwirksamkeit der kleineren Ionen beruhen kann. 

Um einen einheitlichen Gesichtspunkt auf die Frage anzulegen?), 
kann man sich wenigstens vorliufig denken, daB nur die kleineren 
Ionen sich osmotisch abnorm verhalten. Es ist dann leicht durch 
ein schematisches Bild der Ionen 
eines Kolloidelektrolyten eine schein- 
bare Erklarung dieser Abnormitat 
zu finden. Als Arbeitshypothese 
kénnte man dann folgendes an- 
nehmen. 

Voluminése Ionen haben Liicken 
in ihren Atomkomplexen. Schema- 
tisch kann dies einfach durch die 
Form eines hohlen Zylinders dar- 
gestellt werden (Abb. 18). 

A ist das voluminése Ion, B das 
kleinere Ion. Bei den Bewegungen 
der JIonen gegeneinander ist es 
dann méglich, daB in gewissen Fallen das kleinere Ion sich innerhalb 
der Oberfliche des voluminésen Ions befindet. 

Man kann weiter annehmen, daB innerhalb eines kleinsten Ab- 
standes 6 zwischen den Oberflichen der Ionen beide in osmotischer 
Hinsicht als eine einheitliche Masse wirken, wie ja die verschiedenen 
Atomkomplexe eines Ions keine selbstandigen osmotischen Wirkungen 
haben. Die Amplitude der gegenseitigen Bewegungen der Ionen, in 
den Abbildungen als Bewegungen nur des kleineren Ions gedacht, 
sei ¢. 














Abb. 18. 


1) Die folgende Diskussion ist in einer vorlaufigen Mitteilung von Z. und 
H. Hammarsten ausgefiihrt (24). 
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In 1 ist der Abstand zwischen A und B immer gréBer als b. 
Dieser Fall stellt deshalb ein in osmotischer Hinsicht normales Elek- 
trolyt dar, z. B. die Guanylsiure. In 2 ist der Abstand bei gewissen 
Lagen von B kleiner und bei gewissen Lagen gréBer als 6. In der Lésung 
eiaer solchen Substanz gibt es also in jedem Augenblick B-Ionen 
die osmotisch unwirksam, sowohl wie B-Ionen, die in gewéhnlicher 
Weise druckleistend sind. Dies sollte dann der Fall bei z. B. den Gallen- 
siuren und gewissen Farbstoffen sein. In 3 endlich befindet sich B 
immer in einem Abstand von A, der kleiner als 6 ist. B sollte also 
osmotisch ganz unwirksam sein, und der Druck wiirde derselbe wie 
fir undissoziierte Molekile, wie es z. B. fir die Thymonucleinsiure 
der Fall ist. 

Es muB hervorgehoben werden, daB nach dieser Betrachtungs- 
weise nur Eigenschaften, die von der Partikelanzahl abhingen, beein- 
fluBt werden. Fir elektrische Ladungen z. B. muB man sich denken, 
daB Form und Abstand der Ionen nicht von wesentlichem EinfluB 
sind, daB z. B. das Ionengleichgewicht ohne Stérung zustande kommt, 
wie ja die Messungen an mehreren Kolloidelektrolyten auch zeigten. 

Es dirfte unnétig sein, darauf hinzuweisen, da®B diese hypo- 
thetische Betrachtungsweise nur den Zweck hat, zu zeigen, daB die 
graduelle Abnormitiét des osmotischen Druckes gewisser hochmolarer 
Stoffe auf die GréBenverhaltnisse der betreffenden Ionen prinzipiell 
zuriickgefiihrt werden kann. Diese Hypothese, die von Z. und H. Ham- 
‘marsten (2) (24) aufgestellt wurde, macht selbstverstindlich keinen 
Anspruch darauf, die Sache endgiltig zu erklaren. 

Wenn die Valenzen des kleineren und des gréBeren Ions 1 bzw. n 
sind und die prozentische Abweichung des Druckes (A) wie oben defi- 
niert wurde, so ist, wenn vorliufig keine Riicksicht auf den Milnereffekt 
oder auf etwaige Aggregation genommen wird, die prozentische Menge 


: : : : na 
der kleineren Ionen, die osmotisch unwirksam sind, F = ————- A); 
na 


(a Dissoziationsgrad, elektrisch gemessen). Tabelle XX XVII gibt eine 
Zusammenstellung der F- und V-Werte einiger Substanzen. Da n fiir 
Histon- und Protaminchlorid unbekannt war, wurden die Werte 2 
und 3 versuchsweise eingesetzt; fiir Protaminchlorid war nach obigem 
3 wahrscheinlicher. Histon hat sicher ein héheres Molekulargewicht 
als Protamin. Der Wert F = 94, zweiwertigem Histonchlorid ent- 
sprechend, wiirde beinahe vollstindige osmotische Unwirksamkeit 
der Chlorionen bedeuten. Es mu8 hervorgehoben werden, daB die 


Berechnungen von F fiir Protamin- und Histonchlorid auf sehr losen 
100 
1) Fiir Histon- und Protaminchlorid ist in derselben Weise F = B + —* 

(B prozentische Abweichung von dem Druck der Chlorionen). 
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Grund bauen, da die Zusammensetzung dieser Chloride, besonders 
des Histonchlorids, vielleicht eine zufallige war. 


Tabelle XXX VII. 


Zusammenstellung druckabweichender Substanzen. 





Molekular- Molekular- 


Substanz gewicht volumen F Autor 
M(ber.) V (gef.) 
re 696.5 — 1001) Biltz usw. 
a Sa RS a be ga 696.5 — etwa 88fiir | Jorpes und 
a= 0,8-0,9 Hellgren 
Brillantkonogo ...... 8265 — 68 Bilt 
Kongoreinblau ...... 993 —_ 72 ‘ 
Chicagoblau ....... 993 — 70 _ 
Thymonucleinséure . . . . | 1425 (etwa) 837 (etwa) 100?) E. Hammarsten 
Thymonucleinsaures Na, - | 145 iy, Se 100) " 
Guanylsaure se ee Ca ae 363,2 197 0 H. Hammarsten 
Guanylsaures Na, ... . 407,2 167 0 .° 
Glykocholsaures Na .. . 4875 365 31,5 ‘ 
Taurocholsfure...... 515,6 383 56,2 “ 
Taurocholsaures Na .. . 537,6 | 387 56,0 ‘ 
Histonchlorid, wenn 2wertig 2200 (etwa) 1630 (etwa) 94 - 
‘ a eo 3300 , | 2445 , 73 ‘ 
Protaminchlorid, 2 , | §42 387 82 ° 
" ei ae 813 586 57 ’ 


Aus den Messungen geht hervor, daB F mit steigendem Molar- 
volumen zunimmt. Es wird auch ohne weiteres ersichtlich, daB F nicht 
in einer einfachen mathematischen Beziehung zu V steht, was ja kaum 
nicht zu erwarten war. Die spezifischen Eigenschaften eines Ions, 
z. B. die Form und Weite der hypothetischen Liicken, miissen nach 
der obigen Betrachtungsweise von ganz entscheidender Bedeutung 
fir den Druck sein. Die potentielle Energie der Ionen ist dann auch 
fir einen Teil der Druckerniedrigung verantwortlich. 

Solange B im Vergleich mit A sehr klein ist, sollten die Eigen- 
schaften des kleineren Ions B nicht von wesentlicher Bedeutung fir 
den Druck sein. Dies stimmt mit der Tatsache, daB H- und Na-Ver- 
bindungen wenigstens sehr nahe dieselben F-Werte zeigen. 

Vertauscht man nun aber B gegen immer gréBere Ionen, mibte 
man sich als am niachsten liegend vorstellen, daB bei einer gewissen 
GréBe dieser Ionen sie nicht mehr in den Raum von A eindringen 
kénnten, was zur Folge haben sollte, daB der Druck dann plétzlich 
ee miBte. 


1) 3 bis yvenry Aggregation angenommen. — *) 30 proz. Aggregation 
angenommen. — *) 22 proz. Aggregation angenommen. 
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Um dies zu untersuchen, habe ich den osmotischen Druck von 
Salzen der Taurocholsiure mit Basen von ziemlich groBem Molar- 
volumen gemessen. Die Basen waren Tetramethylammoniumhydrat 
mit 17 Atomen im Kation und Triiscamylamin mit 50 Atomen im 
Kation. 

Die erstgenannte Base ist so stark, daB keine Hydrolyse vorkommen 
kann, weshalb der Druck direkt gemessen wurde. Bei Versuchen mit 
Triisoamylamin dagegen wurde der Gefrierpunkt bestimmt. 


Tabelle XXX VIII. 


Osmotischer Druck des Tetramethylammoniumtaurocholats. 





Molare Konzen- Osmotischer Druck ee 

tration . 16 in ce : | 

Gleichgewicht | cm Wasser : F berechnet fir 

=anee || gefunden 

innen aufen berechnet gefunden a=0.10-8 a=10.10-8 
3,04 0,03 0,97) 1463 104,2 | 28,8 585) 29,8 
2,32 0,02 0,97) 1118 83,7 | 25,1 | 51,0} 26,2 
2.27 | 0,02 0,97) 109.4 76,8 298 605) 308 | 
188 002/097) 904 662 | 268 544) 279 || 


Mittelwert F = 56,1 Proz. 


. l, 

H ’ 1, 
: 1, 

1, 


Tabelle XX XIX. 


Gefrierpunktserniedrigung fiir Triisoamylammoniumtaurocholat. 





Molare Gefrierpunkts- mon 


Konzen- e erniedrigung : P berechnet fiir 


watien gefunden 
168 berechnet gefunden a=0.10-8 | a=10.10-% 


| 
33,7 | 0116 0110 | 5,2 | 12] 12 . 3,4 
27,5 | 0095 0092 | 32 | 69) 98 | 6, 32 
20,3 (0071 0070 14 | 30) 67 3,0 


Mittelwert F = 7,0 Proz. 


Tabelle XL. 


F-Werte verschiedener Taurocholate (Anion C,,;H,,.N SO; = 78 Atome). 





Atomanzahl | F 


Kation des Kations 


ie a eee ee 1 
ON ee ee 1 
Es in 6 oot 17 
(CHiN... 50 


Die Dissoziationsgrade wurden gleich denen fir das Natriumsalz 
(Tabelle XXVIII) gesetzt. Die Ausbeute einer starken Base gegen 
eine andere von derselben Starke kann die Dissoziation nicht wesentlich 
beeinflussen, weshalb dies keine erheblichen Fehler bewirken kann. 


35* 
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Die Abnormitaét des Druckes von Tetramethylammoniumtauro- 
cholat war innerhalb der Versuchsfehler dieselbe, wie die des Natrium- 
salzes und der freien Séiure. Das Triisoamylaminsalz hatte dagegen 
einen Druck, der dem theoretischen Werte viel niher lag, indem der 
Druck nur wenige Prozente kleiner als dieser war, nach welcher Theorie 
er auch berechnet wurde. Diese kleine Abweichung kann sogar még- 
licherweise auf Versuchsfehlern beruhen. Wie dem auch sein mag, 
ist es indessen nach der hier benutzten Betrachtungsweise ganz 
deutlich, daB dieses Kation zu groB ist, um in derselben Weise wie 
H- und Na-Ionen von dem Taurocholation ,,assimiliert‘“‘ werden zu 
kénnen, was zur Folge hat, daB das Kation auch osmotisch wirk- 
samer wird. Durch den Eintritt von gréBeren Ionen statt H’ oder 
Na in den Taurocholaten wird die potentielle Ionenenergie kleiner, 
deshalb auch 1000 kleiner. Die Verminderung kann aber bei den 
Versuchskonzentrationen héchstens 1 bis 2 Proz. betragen, denn 1000 
ist auch fir a =0 nicht gréBer. Die beobachteten Verinderungen 
waren indessen viel gréBer. 

Ich erlaube mir, an dieser Stelle die Resultate einiger Unter- 
suchungen von FE. Hammarsten (2), Hellgren und Jorpes(18) iiber 
andere Aminverbindungen zu zitieren. 


Tabelle X LI. 
Druckabnormitét bei kongo- und thymonucleinsauren Salzen. 




















Anion der Thymonucleinsaure Anion der Kongosduse 
(nach E. Hammarsten) (nach Jorpes und Hellgren) 

_ | Atomzsbi |  Pget. ; A bl P get. 

Kation i Kations — Kation & Kations 3 
eee "3 fe “kt OC * Se eT 1,20 
er ore 1 | 0,80 (CH,),HN . . | 14 1,24 
OO 5 | 120 | (C,H,;);HN’ . 23 1,83 
(CH,),HN’. .. 14 1,35 (C,;H,),HN . 32 2,91 
(CH,),N 17 145 | Pp, = Druck, berechnet fir den 
(C,H,),HN ..| 23 1,50 . ast gape ou ctiantge “a oer 
(C;H,);,HN’ . . 32 | 174 molaren Zustand 


Die Salze der Thymonucleinsiure gaben héhere Drucke, je gréBer 
das Volumen des Kations war. Der Druck war aber noch bei dem 
Tripropylaminsalz lange nicht normal, wenn man starke Dissoziation 
dieser Salze annehmen darf. Die Steigerung des Druckes von Kongo- 
séure durch Einfihrung gréBerer Kationen war noch stirker. Bei 
diesen Substanzen fing die Zunahme des Druckes schon bei der Ein- 
fihrung von H,N und (CH;),HN an, wahrend fiir Taurocholsaure 
noch (CH;),N-Ionen nicht den Druck erhéhen konnten. Bei einem 
Vergleich geht weiter hervor, daB die Einfihrung gréBerer Kationen 
den Druck von Kongosaure rascher erhéhten als dies fiir Thymonuclein- 





Untersuchungen einiger hochmolekularer Elektrolyte usw. 541 


siure der Fall war. Es ist auch — die Richtigkeit der Hypothese 
angenommen — selbstverstandlich, daB die individuellen Eigenschaften 
von verschiedenen Stoffen eine groBe Rolle fir den Druck spielen 
miissen, so daB man gleichartige Verhiltnisse fiir so verschiedene 
Substanzen wie Taurocholsiure, Kongosiure und Thymonucleinsiure 
nicht erwarten kann. Nach der oben dargestellten Betrachtungsweise 
ist es ziemlich schwer, die graduelle Druckerhéhung der kongo- und 
thymonucleinsauren Salze zu erkliren. Man wiirde eher erwartet 
haben, daB bei einer gewissen kritischen GréBe des Kations der 
Druck sich sprungweise erhéhte, oder sogar normal werden sollte, wie 
dies méglicherweise fir Taurocholsaéure der Fall war. Um die graduelle 
Druckerhéhung zu erkliren, kénnte man annehmen, daB eine De- 
formation der Ionen das Eindringen von gréBeren B-lonen in A 
(Abb. 2) erméglichen sollte. Diese Deformation miBte dann immer 
schwerer erreichbar sein, je gré8er Bim Verhaltnis zu A wird, wodurch 
eine sukzessive Erhéhung des Druckes resultieren wiirde. 

Es zeigt sich aus allem deutlich, da8 eine Menge schwer beurteil- 
barer Faktoren auf die Abnormitaét einwirken. Um sichere Schliisse 
tiber diese ziehen zu kénnen, ware eine systematische und weitgehende 
Untersuchung vieler Substanzen notwendig. Vielleicht ist dann der 
Bau der Ionen von so kompliziertem EinfluB, daB einfache Beziehungen 
nicht erhalten werden kénnen. 


Indessen zeigt vorliegende Untersuchung, daB die bei hochmolaren 
Elektrolyten oft vorkommenden kleinen osmotischen Drucke nicht nur 
durch unvollstandige Dissoziation, Aggregation oder durch interionische 
Krifte erklart werden kénnen, sondern daB dazu noch ein reiner 
Volumeffekt hinzukommen kann. 


SchluBfolgerungen. 

1. Die Guanylsiure ist eine mittelstarke Saiure (k, = 4,45 . 10~ 4), 
die deshalb bedeutendes chemisches Reaktionsvermégen zeigt. Wenn sie 
in Zellen als selbstandiger Baustein oder in der Form von Polynucleo- 
tiden vorkommt, muB sie deshalb eine groBe Verinderlichkeit des 
Zellinhaltes bewirken kénnen. 

2. Die Dissoziation des sekundiren Natriumsalzes der Guanylsdure 
ist véllig normal, und aus derselben laBt sich eine Wanderungs- 
geschwindigkeit von 48,3 fir das zweiwertige Guanylation berechnen. 

3. Der osmotische Druck der freien Guanylsiure und des sekun- 
daren Natriumsalzes stimmen innerhalb der Fehlergrenzen der an- 
gewandten Methode mit der Theorie von van ’t Hoff-Arrhenius tiberein. 

4. Neutralsalze bewirken, selbst in sehr kleinen Konzentrationen, 
eine ganz erhebliche Erniedrigung des Druckes von di-Natriumguanylat. 





a Oe. am 7 
Bir eseevhsonr re ere = 





542 H. Hammarsten: 


5. Ampholyte vereinigen sich mit der Guanylsiure vollstindig 
nur bei sehr groBem Uberschu8 der einen oder anderen Komponente. 
Lésliche Ampholytsalze der Guanylsiure und vielleicht auch von 
anderen Nucleinsiuren, kénnen deshalb in gréBeren Konzentrationen 
in den Zellen nur bei gewaltigem Uberschu8 des Ampholyts oder bei 
stark saurer Reaktion vorkommen. 

6. Uberwiegend basische Aminosiuren und Eiweifstoffe ver- 
binden sich mit Guanylsiure zu Salzen, die bei Dialyse schon von sehr 
kleinen Konzentrationen an Neutralsalzen unter doppelter Umsetzung 
volistindig gespalten werden. 

7. Histon und Guanylsiure kénnen sich nur bei saurer Reaktion 
zu einer wasserléslichen Verbindung vereinigen. 

8. Wahrend die Glykocholsiure eine verhaltnismaBig kleine Disso- 
ziationskonstante (k = 4,0 . 10—>) hat, ist die nahe verwandte Taurochol- 
siure eine sehr starke Siaure, was auf verschiedene Anlagerung von 
Glykokoll bzw. Taurin zuriickgefiihrt werden kann. 

9. Der osmotische Druck von hochmolaren Elektrolyten wird 
nicht nur von Dissoziationszustand, Aggregation und interionischen 
Kriften, sondern auch von dem Molarvolumen der Substanz beein- 
fluBt und ist deshalb oft kleiner als man nach van ’t Hoff-Arrhenius’ 
oder nach Bjerrum-Debyes Theorien erwarten konnte. Dieses wurde 
fiir Glykocholsiure, Taurocholsiure, Histon und Protamin bei ver- 
schiedenen Salzen nachgewiesen. 

10. Bei Substanzen AB mit B-Ionen, die im Verhiltnis zu den 
A-Ionen sehr klein sind, wichst die Abnormitit des Druckes mit dem 
Volumen (V4) von A. 

11. Die Abweichung des osmotischen Druckes von dem berech 
neten Werte ist eine Funktion aus dem Verhiltnis V4/B ,, zwischen 
dem Volumen des gréBeren und des kleineren Ions. Wird das kleinere 
Ion B durch immer gréBere vertauscht, wichst der Druck. 

12. Da hochmolare Elektrolyte mit sehr verschiedenen Verhilt- 
nissen V4/Vz in den Zellen vorkommen, miissen die chemischen Reak- 
tionen dieser Stoffe, z. B. die in 6. erwaihnte Reaktion, erhebliche 
Anderungen des Diffusionsgleichgewichtes und somit der Wasser- 
verteilung der Zellen hervorrufen kénnen. 

Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde durch das Entgegenkommen 
des Herrn Prof. J. Sjéqvist erméglicht, indem er mir das physiologisch- 
chemische Laboratorium des Karolinischen Instituts zu Stockholm 
zur Verfigung stellte. Ich benutze hier die Gelegenheit, Herrn Prof. 
Sjéqvist fir dies und fir sein Interesse an der Arbeit meinen ergebensten 
Dank auszusprechen. 
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Uber die Veranderungen des Blutzuckers. I. 


Von 
Shigemi Nakahayashi und J. Abelin. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 23. Marz 1924.) 


Der quantitativen Bestimmung des Blutzuckers ist eine unzahlige 
Reihe von Untersuchungen gewidmet. Die qualitative Seite des Blut- 
zuckerproblems wurde nur wenig beriihrt. Es gebiihrt Winter und 
Smith') das Verdienst, die Frage nach der Natur des Blutzuckers 
experimentell eingehend behandelt zu haben. Winter und Smith gingen 
von der Tatsache aus, daB der Polarisationswert des Blutzuckers mit 
seinem Reduktionswert nicht iibereinstimmt. Dieser Befund ist an 
sich nicht neu. Verschiedene Forscher haben ahnliche Beobachtungen 
gemacht). In einer Veréffentlichung von Oppler*) aus dem Jahre 1911 
wird die Erscheinung vielfach diskutiert. Das Neue in den Arbeiten 
von Winter und Smith betrifft weniger die Problemstellung, als die Art 
der Erklirung. Man hat versucht, die Differenz in den Ergebnissen 
der Reduktionsmethoden und der Polarisationsanalyse durch das Vor- 
handensein im Blute noch anderer sowohl reduzierender als auch optisch 
aktiver Stoffe zu erklaren. Der Drehungswert des Blutzuckers wurde 
aber stillschweigend als konstant vorausgesetzt. Winter und Smith 
haben nun gezeigt, daB der Drehungswert des Blutzuckers, ebenso 
wie derjenige der natiirlichen Glykose, bedeutenden Schwankungen 
unterworfen ist. L&Bt man nimlich eine Blutzuckerlésung stehen, 
so bleibt ihr Reduktionsvermégen gegentiber einer alkalischen Kupfer- 
sulfatlésung unveriindert. Die Rechtsdrehung des Blutzuckers des 
gesunden Menschen oder des normalen Tieres nimmt aber mit der Zeit 
zu. Nach einigen Tagen erreicht der Polarisationswert den Reduktions- 
wert. Anders sollen die Verhiltnisse in vielen Fallen von Diabetes 


1) Winter und Smith, Journ. of Physiol. 57, 1922. 
®) Vgl. W. Stepp, Ergebn. d. Physiol. 20, 1922. 
8) B. Oppler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64 und 75. 
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vorliegen. Auch hier findet man nach Winter und Smith eine Differenz 
zwischen den Polarisations- und den Reduktionszahlen, diese Differenz 
hat aber ein anderes Vorzeichen. Die frisch hergestellte Zuckerlésung 
aus dem Blute des Diabetikers zeigt oft einen Polarisationswert, der 
hoéher ist als der Reduktionswert. Erst nach mehrtagigem Stehen geht 
die Drehungskraft des Diabetikerzuckers so weit zuriick, daB sie den 
Reduktionswert erreicht. Winter und Smith fihren diese Erscheinungen 
auf verschiedene intramolekulare Umlagerungen im Blutzuckermolekil 
zuriick. Beim Traubenzucker wird diese ,,Mutarotation™ durch die 
Annahme der Existenz stereoisomerer Dextrosen erklirt (a-, B- und 
y-Form)'). Die englischen Autoren haben die Vermutung ausgesprochen, 
daB im Blute des gesunden Menschen die y-Modifikation des Zuckers 
vorkommt. Beim Diabetiker soll dagegen die «-8-Form der Glucose 
vorliegen. Die normalerweise stattfindende Umwandlung der «-f in 
die y-Form soll beim Diabetiker ausbleiben oder gestért sein, und darin 
soll das Wesen des Diabetes bestehen. Insulininjektion soll eine Anderung 
im Verhalten des Blutzuckers des Diabetikers hervorrufen, der Blut- 
zucker soll nun normal werden. 

Die Annahme eines Uberganges des «-B-Zuckers in die y-Form 
machten Winter und Smith auf Grund von friiheren Versuchen von 
Hewitt und Pryde*). Hewitt und Pryde fanden, daB die «-f-Glucose 
im Darm sehr rasch eine Abnahme der optischen Drehung erfahrt, 
wahrscheinlich infolge einer Bildung von y-Glucose. Die Auffassung 
des normalen Blutzuckers als eine y-Glucose hat vielfachen Wider- 
spruch erhoben*). Auch Winter und Smith haben diese Ansicht ver- 
lassen*). Der Kernpunkt der ganzen Frage besteht aber nicht nur 
darin, ob im Blute die y-Form auftritt oder nicht. Sehr wesentlich 
ist die Entscheidung, ob die optischen Veranderungen des Blutzuckers 
durch die Annahme der verschiedenen reaktiven Formen der Blut- 
dextrose erklart werden kénnen und ob tatsiichlich im Blute des Diabe- 
tikers eine andere Zuckerform als beim gesunden Menschen gefunden 
wird. Uber das Verhalten des Blutzuckers des Diabetikers liegen wider- 
sprechende AuBerungen vor. MaclLeod5) gibt tibereinstimmend mit 
Winter und Smith an, daB durch das Insulin eine Anderung des optischen 
Verhaltens des Blutzuckers des Diabetikers hervorgerufen wird. Thann- 
hauser®*) fand keinen Unterschied zwischen dem Blutzucker des gesunden 


1) Vgl. die neueren Untersuchungen von B. Bleyer und H. Schmidt, 
diese Zeitschr. 1923. 

2) Hewitt und Pryde, Biochem. Journ. 14, 1920. 

3) Dieselben, British Medic. Journ. 1923, 8. 590. 

*) Winter und Smith, ebendaselbst 1923, 26. Mai. 

5) MacLeod, Lancet 205, Nr. 4. 

&) Thannhauser, Miinch. med. Wochenschr. 1924, 8. 196. 
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und des an Diabetes erkrankten Menschen. Da uns kein Blut von 
Diabetikern zur Verfiigung stand, so kénnen wir tiber die Drehung 
des Blutzuckers beim Diabetes nichts aussagen. In zahlreichen Ver- 
suchen haben wir aber feststellen kénnen, daB die optische Drehung 
des Blutzuckers des normalen Tieres tatsichlich mit der Zeit zunimmt. 
Wir kénnen also diesen Teil der Befunde von Winter und Smith be- 
statigen. Wir haben allerdings gefunden, daB mit dem Erreichen des 
Reduktionswertes die Anderung der optischen Aktivitét des Blut- 
zuckers keineswegs abgeschlossen ist. Die Anfangsdrehung, die normaler- 
weise unter dem Reduktionswert liegt, kann nach mehreren Tagen 
denselben tiberschreiten. Auch das Gegenteil haben wir gesehen (vgl. 
Versuche mit Adrenalin weiter unten). Winter und Smith machen 
dariiber keine Angaben. Ob die auftretenden Veranderungen im opti- 
schen Verhalten des Blutzuckers ausschlieBlich auf einer Verschiebung 
des Gleichgewichtszustandes zwischen der «- und £-Glucose beruht, 
oder ob dabei noch andere Faktoren mitspielen, méchten wir vorlaufig 
noch unentschieden lassen. Wir wollen darauf hinweisen, dab die Blut- 
zuckeruntersuchung nach Winter und Smith in einer Lésung erfolgt, 
die reichlich Wolframsiure enthalt. Es ist seit langem bekannt, daB 
Traubenzucker mit Boraten, Molybdaten, Wolframaten und mit einer 
sehr groBen Reihe anderer Stoffe bis jetzt noch unbekannte Verbin- 
dungen ergibt, welche die optische Aktivitét sehr stark beeinflussen. 
Ob auch in vorliegendem Fall Wolframséure-Zuckerverbindungen vor- 
liegen, mu8 noch speziell untersucht werden. Ferner erhalt man beim 
Eindampfen des enteiweiBten Blutfiltrates eine ziemlich stark saure 
Reaktion, welche ebenfalls die Drehung des Zuckers beeinflussen 
kann. Unsere Aufgabe bestand aber nicht darin, das Wesen der 
Drehungsénderungen genauer zu erforschen, sondern zu priifen, ob 
die Annahme verschiedener Modifikationen des Blutzuckers zur Er- 
klérung des Verhaltens des Stoffwechsels nach manchen experimentellen 
Eingrijjen beitragen kann. In einer friiheren Arbeit’) wurde 
darauf hingewiesen, daB ein Glykogenschwund aus der Leber 
keinesfalls immer von einer vermehrten Zuckerverbrennung begleitet 
ist. Nach Zufahr von Schilddriisenstoffen, von Adrenalin, von 
Pilocarpin usw. wird die Leber beinahe vollstandig glykogenfrei. Die 
Verfolgung des Gaswechsels ergibt aber keine Erhéhung des Respira- 
tionsquotienten'). Diese Erscheinung tritt besonders deutlich beim 
Adrenalin hervor'), dessen Wirkung auf die Glykogenmobilisierung 
und auf die Hyperglykiimie auBer jedem Zweifel ist. Es wire wohl 
denkber, daB unter dem EinfluB von Schilddrisenstoffen, von Adre- 
nalin, von Pilocarpin usw. die Natur des Blutzuckers modifiziert wird 


1) J. Abelin, diese Zeitschr. 129, 6 und 14, 1922. 
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und daB der qualitativ verainderte Blutzucker sich im Stoffwechsel 
anders verhalt als der normale. Wir haben daher eine Untersuchung 
der optischen Drehung und der Reduktionskraft des Blutzuckers vor 
und nach der Eingabe von Thyreoidea, von Adrenalin, von Pilocarpin, 
von Cholin u.a.m. unternommen. Auch die Natur des Harnzuckers 
wird geprift. In dieser Mitteilung wollen wir uns mit dem Verhalten 
der Schilddriisenstoffe und des Adrenalins befassen. Die Untersuchung 
der groBen Anzahl noch anderer in Betracht kommender Substanzen 
ist im Gange. 

Wir haben bis jetzt gefunden, dab die Darreichung selbst groBer 
Mengen von sehr wirksamen Schilddriisenpraparaten keine Anderung 
der optischen Eigenschaften des Blutzuckers zur Folge hat. Dagegen 
haben wir nach Injektion von Adrenalin eine wesentliche Anderung 
des Blutzuckers gesehen. Ebenso wie in vielen Fillen von Diabetes 
findet man nach Adrenalininjektion beim Kaninchen, da8B nunmehr 
der Polarisationswert des Blutzuckers den Reduktionswert von Anfang 
an itibersteigt. Beim Stehen dieser Blutzuckerlésung tritt eine Ab- 
schwichung der Drehung ein, wahrend der normale Blutzucker, wie 
erwahnt, umgekehrt mit der Zeit eine Zunahme der optischen Drehung 
erfahrt. Es liegen demnach Anhaltspunkte dafir vor, daB unter dem 
EinfluB von Adrenalin nicht nur quantitative, sondern auch qualitative 
Anderungen des Blutzuckers auftreten. Die neu auftretende Blut- 
zuckerform bleibt nicht dauernd, sie ist am sichersten ebenso wie die 
anderen Adrenalinwirkungen in den ersten Stunden nach der Injektion 
zu finden. Nach einiger Zeit verhalt sich der Blutzucker wieder normal 
(vgl. weiter unten). Wir méchten bemerken, daB wir bei der Zusammen- 
stellung der Arbeit auf eine Notiz iiber einen Vortrag von Winter und 
Smith aufmerksam wurden'). Es wird hier angegeben, da8 durch 
Adrenalin das Verhaltnis vom Reduktionswert zum Polarisationswert 
zugunsten des letzteren verschoben wird. Eine ausfithrliche Veréffent- 
lichung von Winter und Smith tiber diese Frage haben wir nicht finden 
kénnen. Es scheint uns aber eine Ubereinstimmung der beiderseitigen 
Befunde vorzuliegen. 

Der Ausfall der Adrenalinversuche ist noch in folgender Hinsicht 
von Interesse. Eine Anderung der Beschaffenheit des Blutzuckers 
muB8 fiir den gesamten Organismus die gréBten Folgen haben. Es wird 
in der Zukunft diese Seite der Adrenalinwirkung weitgehend beriick- 
sichtigt werden miissen, und es mu8 noch studiert werden, inwiefern 
diese Blutzuckerverinderungen zur Erklarung der Adrenalinwirkung 
herangezogen werden kénnen. Ferner hiatten wir hier den inter- 
essanten Fall, wo durch einen physiologischen Stoff, wie das Adre- 


1) Winter und Smith, Journ. of Physiol. 57, 53 (Abt. Vortr.). 
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nalin, die Natur einer chemischen Substanz verindert wird, wahrend 
wir sonst die Beeinflussung der Organfunktion in den Vordergrund 
stellen. Letzten Endes wiirde wahrscheinlich auch der Blutzucker- 
veranderung eine geinderte Zellfunktion zugrunde liegen. Wir waren aber 
bei dieser Adrenalinwirkung in der Lage, die verinderte Zelltatigkeit 
an Hand eines physikalisch-chemischen Vorganges in einem physio- 
logisch héchst wichtigen Stoff, wie dem Blutzucker, genauer verfolgen 
zu kénnen. 

Es wire noch von Interesse zu ermitteln, welche Veranderungen 
des Blutzuckers das Adrenalin beim Diabetiker hervorruft. Die Frage 
ist aus dem Grunde von gewisser Bedeutung, weil die Hypoglykamie 
nach Insulin durch Adrenalininjektion bekimpft werden kann. Nun 
wirken aber Insulin und Adrenalin entgegengesetzt auf den Blutzucker. 
Insulin setzt die erhéhte Drehung des Diabetikerblutzuckers herab 
(Winter und Smith, MacLeod). Adrenalin dagegen ruft beim normalen 
Tier ahnliche Blutzuckerverinderungen wie der Diabetes hervor. Es 
liegt also ein gewisser Widerspruch vor, der vielleicht durch die Ver- 
folgung der Adrenalinwirkung auf den Blutzucker des Diabetikers 
aufgekliart werden kénnte. 

Die Methodik der Versuche erfordert eine sehr groBe Sorgfalt. 
Sie bezweckt nicht die quantitative Bestimmung des Blutzuckers. 
Das Hauptaugenmerk ist in erster Linie darauf gerichtet, die chemischen 
und die physikalischen Operationen méglichst wenig eingreifend zu 
gestalten und den Blutzucker in méglichst unveranderter Form zu 
isolieren. Darin unterscheidet sich die vorliegende Technik von vielen 
anderen Verfahren. Wir vermuten, daB manche Nichtbestatigung der 
Angaben von Winter und Smith auf einer ungeniigenden Beachtung 
der Versuchsbedingungen zuriickzufiihren ist. Auf Grund eigener Er- 
fahrung méchten wir empfehlen, bei miBgliickten Versuchen die Sache 
nicht frihzeitig aufzugeben. In solchen Fallen soll man zuerst an 
Versuchsfehler denken. Auf die groBe Bedeutung der Methodik fir 
das Gelingen der Versuche haben die ‘englischen Autoren mehrfach 
hingewiesen. 

Der Verlauf des Versuchs ist folgender: Oxalatplasma wird nach 
Folin und Wu enteiweiBt *). 

Das Filtrat wird bei niederer Temperatur eingedampft. Winter 
und Smith empfehlen die Vakuumdestillation bei 40°. In unseren Ver- 
suchen hat sich das Verjagen des Wassers mit Hilfe des sogenannten 
Féhnapparates besser bewahrt. Der Verdampfungsriickstand wird mit 
warmem 85proz. Alkohol tibergessen, 15 Minuten lang bei 40° stehen- 
gelassen, abfiltriert. Die Behandlung mit warmem 85proz. Alkohol 
wird nochmals wiederholt. Die beiden Alkoholfiltrate, die nun den aller- 


1) Uber Versuche mit anderen’ EnteiweiBungsmethoden wollen wir 
spater berichten. 
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gréiBten Teil oder vielleicht die gesamte Glykose enthalten, werden vereinigt, 
bei niederer Temperatur (héchstens 40°) eingedampft, der Riickstand wird 
in einer bekannten Menge Wasser gelést und filtriert. In den nachfolgenden 
Protokollen wird diese Lésung als ,,Endfiltrat’: bezeichnet. Ein Teil der 
Zuckerlésung diente zur Polarisation, in einem anderen Teil wurde die 
Glucose quantitativ nach Bertrand bestimmt. Die Lésung fiir die Polarisation 
war wasserhell. Die Zuckerlésung wurde jeden Tag vor der Polarisation 
erneut filtriert. Das Polarisationsrohr sowie die anderen benutzten GefaBe 
miissen absolut rein sein, um Infektion zu vermeiden. Am besten benutzt 
man sterilisierte GefaBe. Die Temperatur der Zuckerlésung soll bei allen 
Polarisationsbestimmungen die gleiche sein. GroBe Temperaturschwankungen 
kénnen erhebliche Fehler verursachen. Wir verwendeten einen Halbschatten- 
apparat von Schmidt und Haensch. Alle Bestimmungen wurden in einem 
l-dm-Rohr ausgefiihrt. Zur Beleuchtung diente eine gelbe NaCl-Flamme. 
Die GréBe der Flamme soll bei allen Versuchen méglichst gleich bleiben. 
Im iibrigen haben wir uns an die Angaben von Winter und Smith gehalten, 
auf die wir ausdriicklich verweisen. Vom Momente der Blutentnahme bis 
zur Ausfiihrung der Polarisation und der Reduktionsanalyse vergingen 
gewohnlich 4 bis 6 Stunden, je nach der Menge des verarbeiteten Blutes. 
Die Ablesungen am Polarisationsapparat wurden sehr gut eingeiibt. Es 
wurden immer fiinf Ablesungen vor und fiinf Ablesungen nach dem Einlegen 
des Polarisationsrohres gemacht. Gewdhnlich stimmten diese Ablesungen 
sehr gut untereinander. Es mégen vcrerst einige Kontrollanalysen mit 
Traubenzuckerlésungen angefiihrt werden. 


Tabelle I. Lésungen von d-Glucose. 





Polarimetrische Analyse 
Bestimmung nach Bertrand Differenz 


~) 
5 
c 
-] 


Proz. Proz. _ 


0,215 0,211 polarim. 0,004 Proz. 
0,114 0,108 in 0,006 
0,106 0,1055 ‘ 0,0005 
0,106 0,1055 = 0.0005 
0,042 0,050 Bertrand 0,008 

0,097 0,101 . 0,004 

0,112 0,103 polarim. 0,009 

I. 0,094 0,103 + Bertrand 0,009 

I. 0,202 0,206 - 0,004 


* 


sso 


HAAR KKK 


2 9 


Die Tabelle I zeigt die gute Ubereinstimmung der Polarisationszahlen 
mit den Reduktionswerten bei Traubenzuckerlésungen. Der Fehler betragt 
nur tausendstel Proz. Solche Kontrollbestimmungen wurden wahrend der 
ganzen Arbeit ausgefiihrt. Diese Analysen beweisen zugleich, da® die bei 
den Blutzuckerlésungen beobachteten Differenzen zwischen der Polarisation 
und der Reduktion nicht auf Versuchsfehlern beruhen kénnen. 


I. Blutzuckerbestimmungen nach Schilddriisenfiitterung. 
A. Versurche am Hammel. 

Zu den nachfolgenden Versuchen diente ein Hammel. Der Blutentzug 
erfolgte immer morgens, 15 bis 18 Stunden nach der letzten Fiitterung des 
Tieres. Aus der vena jugularis wurden 50 bis 75 ccm Blut steril entnommen, 
iiber Natriumoxalat aufgefangen, sofort nach Folin und Wu enteiweiBt 
und wie oben angegeben weiter verarbeitet. 
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Vor der Schilddriiseneingabe wurden folgende Resultate erhalten: 


10. Dezember 1923. Blut 50cem. Endfiltrat 25 cem. 





10. XI 11. xn. 12. XI. 
Polarisation in Proz. ....... || 0,064 0,072 0,06 
Bertrand in Proz. ... . ndecen 1.) _— | 0,063 


12. Dezember. Blut 60cem. Endfiltrat 25 eem. 





12.X0. | 13, XI. 14. XII. 
Polarisation in Proz. ....... 0,06 | 0,068 | 0,056 f 
Bertwwand in Pros... ..... o0c3 | — | 0,066 


14. Dezember. Blut 75cem. Endfiltrat 25 ecm. 





14X01. | 15.X0. | 16. XIL. | 17.XU. | 18.XI. | 19. XI. 
| 


“Polarisation in Proz. . | 0,084 | 0,080 | 0,08 | 0,104 | 0,120 | 0,12 : 
Bertrand in Proz... . || 0,074 | — — — — | 0,078 


17. Dezember. Blut 75eccem. Endfiltrat 25 ccm. 


| 
| 
| 





azxm | i.xm | 19Xxm | 20.XIL | 21. XI. 
Polarisation in Proz. . 0,068 | 0,072 | 0,072 0,100 0,12 
Bertrand in Proz. . . . 0,063 | — —_—- | — 0,068 
Am 17. Dezember wurde mit der Verfiitterung der Schilddriisentabletten 
begonnen. Benutzt wurden die ,,Thyroid Gland Burroughs Wellcome”. 
Jede Tablette enthielt 0,32 g Thyroidea. Die Tabletten wurden zerkleinert, 
mit Hafer und etwas Kochsalz vermengt und dem Tier gereicht. Das Priaparat 
wurde vom Tier immer gern genommen. Am 17. Dezember erhielt der Hammel 
vier und am 18. Dezember fiinf Tabletten. Am 19. Dezember wurde eine 


Blutanalyse ausgefiihrt. 
19. Dezember. Blut 37,5cem. Endfiltrat 12,5 ccm. 





"49. XI. se 20. X11. | a.xu. | 22.XIL 

, — a en 
Polarisation in Proz. .|/ 0,08 | 0,08 0,10 | 0,12 
Bertrand in Proz.. . . || a -- | — | 0,068 


Am 19. und 20. Dezember erhalt das Tier je fiinf Thyreoideatabletten. 
19. Dezember. Blut 37,5cem. Endfiltrat 12,5 ccm. 





19. XII. | 20.XI. i 21. XI. 22. XII. 23. XII. 

- —___— = - : i ! —— i i 
Polarisation in Proz. . | 0,08 0.08 | 010 | O13 | 010 
Bertrand in Proz....|) — — | — | — 0,068 


Am 21. Dezember erhalt das Tier wiederum fiinf Tabletten. 
21. Dezember. Blut 37,5cem. Endfiltrat 20 ccm. 





21.XI. | (22. XI. 23. XII. 24.X0. | 25.XI. | 26.XIl. 


Polarisation in Proz. 


0,06 | 0,086 | o0 | 0,10 | 006 | — 


Bertrand in Proz.. . . — }j—fte— — | — | 0,058 
Am 22. und 23. Dezember erhilt das Tier je sieben Tabletten. 
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24. Dezember. Blut 75ccem. Endfiltrat 25 ccm. 
24. XII. 25. XIL. 26. XIL. 27. X11. 
Polarisation in Proz. ...... 0,072 0,08 0,12 — 
Bertrand tm Pros... .... . 0.073 —- — 0,073 


Am 24. Dezember werden keine Schilddriisentabletten gegeben, am 


26. und 27. Dezember werden je acht Tabletten verfiittert. 


be 
or 
. 


27. Dezember. Blut 37,5cem. Endfiltrat 15 ccm. 





27. XIL. | 28. XIE. | 29. X11. | 30. XI) 31. XT) 2.1. 3. 1. 
Polarisation in Proz. 0,06 | 008 0,09) 0,10 | 0,10 | 0.04) 0.05 0.05 
Bertrand in Proz. .| — —_ a oe — — | 0,084 


Am 28., 29., 30. und 31. Dezember werden keine Schilddriisentabletten 
gegeben. 


28. Dezember. Blut 75cem. Endfiltrat 25 ccm. 





28. XIL | 29. X11. | 30. XIL | 31. XI. 1.1 2. 1. 3. 1. 4.1. 


Polarisation in Proz. | 0,07 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,08 | 0,08 | 0,09 |0,04(?) 
Bertrand in Proz. .|| 0,089) — a — _ — | — (0,089 


Am 1. und 2. Januar 1924 erhalt das Tier je acht Tabletten, am 3., 
4., 5. keine Tabletten. Am 6. Januar wiederum acht Tabletten. 


4. Januar. Blut 75cem. Endfiltrat 25 ccm. 





4.1. > & 6. I. 7.1 8. 1. 9.1. 10. 1. 11.1 


Polarisation in Proz. | 0,09 0,10 | 0,09 O11 | 0,09 0,10 | 0,073 | 0,072 
Bertrand in Proz. .| 0,084; — — | — | — ones aie cae 


7. Januar. Blut 75ccem. Endfiltrat 25 ccm. 





He 8. 1. 9.1. 10. L 11.1. 12. 1h 
Polarisation in Proz. . 0,064 0,08 | 0,084 0,10 0,10 — 
Bertrand in Proz.. . . 0,084 — —_ j— — 0,089 


Am 6. Januar erhielt das Tier zum letzten Male Schilddriisentabletten, 
es wurden aber noch weitere Analysen bis zum 14. Januar ausgefiihrt. 


9. Januar. Blut 75ccem. Endfiltrat 25 ccm. 





9% 1, 10. 1. WE] Ik 13. 1. 14.1 15. 1. 


4 A 


Polarisation in Proz. . . 0,076! 0,088! 0,104! 0,10 | 0,084 0,08 | 0,08 
Bertrand in Proz. . . . . | 0,089; — | — —~ — — | 0,089 


12. Januar. Blut 75cem. Endfiltrat 25 ccm. 





12. 1. 3.1. {| 42 / 158 | 168] 170 | 181 
Polarisation in Proz. .. 0,08 0,10 | 0.10 | 0,112! 0,108) 0,08 | 0,08 
Bertrand in Proz.. ... 0,094) — ~- — =. — 0,094 
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14. Januar. Blut 75cem. Endfiltrat 25 ccm. 





15. 1. 16. L. 17.1. 18, I. 


Polarisation in Proz. . 0.064 0.074 0,088 0,088 
Bertrand in Proz.. . . 0,089 — — 0,089 

Die mitgeteilten Versuche zeigen, daB unter dem Einflu8 recht 
erheblicher Thyroideamengen (insgesamt 28 g) keine Anderung in dem 
Verhalten des Blutzuckers eintritt. Sowohl vor als auch nach der Schild- 
driisenverfiitterung finden wir die Zunahme der optischen Drehung 
in den ersten Tagen, wobei der Polarisationswert recht erhebliche 
Unterschiede gegenitiber dem Reduktionswert aufweist. Der Polari- 
sationswert ist anfangs meist kleiner als der Reduktionswert. Nach 
Erreichen eines Maximums nimmt dann haufig die Drehung allmahlich 
ab. Die Reduktionswerte bleiben durchweg beim Stehen der Blut- 
zuckerlésung unbeeinfluBt. Gerade diese Tatsache spricht dafiir, daB 
die spiter auftretende Abnahme der optischen Aktivitaét nicht auf 
einer bakteriellen Zuckerzersetzung beruhen kann, sondern, da8 wahr- 
scheinlich fortwaihrend Gleichgewichtsverschiebungen stattfinden, bald 
in der einen, bald in der anderen Richtung. Erwihnenswert sind die 
Versuche von 19. Dezember. An diesem Tag wurden nicht 75 ccm 
Blut auf einmal, sondern zwei Blutportionen zu je 37,5 cem genommen. 
Jede Blutprobe wurde fir sich analysiert. Man findet in beiden Fillen 
eine Ubereinstimmung der Analysenwerte, sowohl was die Anfangs- 
zahlen als auch was ihre Anderung betrifft. 


B. Versuche am Kaninchen. 


Es wurden noch einige Versuche am Kaninchen angestellt, um erstens 
auch das Verhalten dieses Tieres gegeniiber der Schilddriisenzufuhr zu 
studieren. Zweitens sollte in diesen Versuchen der Blutzucker kurze Zeit 
nach der Thyreoideaeingabe analysiert werden. Es muBte noch die Frage 
gepriift werden, ob nicht in den ersten Stunden nach der Schilddriisen- 
verfiitterung, also auf der Hiéhe der Resorption eine Anderung in der Natur 
des Blutzuckers auftritt. In den nachfolgenden Versuchen wurde das Blut 
3 und 6 bis 7 Stunden nach Zufuhr von Schilddriise entnommen und sofort 
weiter verarbeitet. Auch hier wurde das Thyreoideapraparat von Burroughs 
Wellcome verwendet. Die Eingabe erfolgte per os mit Hilfe eines Gummi- 
katheters. Zu den Blutzuckeranalysen wurden seit 18 Stunden hungernde 
Tiere verwendet. 

24. Januar 1924. Kaninchen. 2 Tabloid Thyroid Gland & 0,321 g per os. 
Nach 2 Stunden werden aus der Ohrvene 20 ccm Blut abgezapft. 


Endfiltrat 25 cem. 











41 au | wT I 7.1. 28. 1. 
Polarisation in Proz. . 001 | O04 | 0,08 0.05 | —_ 
Bertrand in Proz. .. . 0048 | — — —_ 0,048 


6 Stunden nach der Schilddriiseneingabe. 
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Blut 20cem. Endfiltrat 25 ccm. 





25. 1. 26. I. 28. I. 
Polarisation in Proz....... 0,05 0.06 — 
Bertrand in Proz. ....... 0,058 — 0.058 


31. Januar. Ein Kaninchen erhalt zwei Schilddriisentabletten per os. 
Blutuntersuchung 3 Stunden nach der Eingabe. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 ccm. 





31. 1. 1.11. 2. IL. 4. Il. 
Polarisation in Proz. . 0,04 0,05 0,044 — 
Bertrand in Proz.... 0,048 — — 0,048 


Blutuntersuchung 7 Stunden nach der Schilddriiseneingabe. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 ccm. 





1, IL. 2. Il. 4. IL. 5. il 
Polarisation in Proz. . 0.044 0.05 0.06 0.04 
Bertrand in Proz... . 0,058 — — 0.058 


Man findet auch in diesen Versuchen das normale Verhalten des Blut- 
zuckers. Auch hier nimmt die Polarisation allmahlich zu, die Reduktion 
bleibt unveriindert. Die absoluten Zahlen sind hier geringer, weil man vom 
Kaninchen nicht gut gréBere Blutmengen auf einmal entnehmen kann. 
Man muBte sich mit Proben von 20 ccm Blut begniigen. 


Il. Versuche mit Adrenalin. 

Es sollen noch einige Versuche mit Adrenalin angefiihrt werden, 
die allerdings nur einen orientierenden Charakter haben. Es soll die 
Adrenalinwirkung in einer anderen Mitteilung ausfihrlich behandelt 
werden. Aber selbst die wenigen hier angefihrten Versuche zeigen 
deutlich die Beeinflussung des Blutzuckers durch das Adrenalin. Ab- 
gesehen von der Hyperglykimie, die eine bekannte Adrenalinwirkung 
darstellt, finden wir in den nachfolgenden Versuchen, daB die Pola- 
risationswerte des Blutzuckers mit der Zeit geringer werden (wahrend sie 
normalerweise und nach Schilddriisenzufuhr gréfer werden). Die 
Polarisationszahlen iibersteigen meist von Anfang an die Reduktions- 
zahlen (wihrend normalerweise das Umgekehrte der Fall ist). Das 
Kaninchenblut nach Adrenalininjektion verhilt sich somit wie das 
Blut beim Diabetes, welches nach den Untersuchungen von Winter 
und Smith ebenfalls einen héheren Polarisations- als Reduktionswert 
haben soll. Auch das Diabetikerblut zeigt beim Aufbewahren eine 
Abnahme des Drehungsgrades. Siamtliche Blutzuckeruntersuchungen 
wurden 18 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme ausgefihrt. 
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25. Januar. Kaninchen, grau, erhalt eine subkutane Injektion von 
leem Adrenalin (1: 1000). 1 Stunde nach der Injektion wird das Blut 
untersucht. 

Blut 20cem. Endfiltrat 25 cem. 





25.1 2. 1. 27.1. 21 
Polarisation in Proz. . 0,12 0,096 0,086 — 
Bertrand in Proz.. . . O11 — — O11 


Blut 3 Stunden nach der Adrenalininjektion. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 ccm. 





25. 1 26. I. 27.1. 28. I 

Polarisation in Proz. . 0,148 0,134 0,120 —_ 

Bertrand in Proz.. . . 0.131 —_ — 0,131 
21. Januar. Kaninchen, weiSschwarz, leem Adrenalin (1: 1000) 


subkutan. Blutentnahme J Stunde nach der Injektion. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 ccm. 





21.1 22. I. 23.1 24.1 
Polarisation in Proz. . 0.10 0.098 0.10 on 
Bertrand in Proz... . 0,11 — — 0.11 


3 Stunden nach der Adrenalininjektion zeigt sich die Blutzucker- 
verinderung deutlicher. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 cem. 





21. 1. 22. 1. 23.1 24.1 
Polarisation in Proz. . 0.13 0,124 0,120 0.064 
Bertrand in Proz.... 0.13 — — — 


Der Polarisationswert stimmt hier von Anfang an mit dem Reduktions- 
wert iiberein, in den nachfolgenden Tagen tritt eine allmahliche Abnahme 
der optischen Drehung ein. 


28. Januar. WeiSschwarzes Kaninchen. lccm Adrenalin (1: 1000) 
subkutan. J Stunde nach der Injektion. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 ecm. 





28. 1. 29. 1. 1. 3.1 11 
Polarisation in Proz. . 0,184 0,140 0,120 0,092 oo 
Bertrand in Proz. .. . 0.146 — — — 0.141 


3 Stunden nach der Adrenalininjektion. 


Blut 20cem. Endfiltrat 25 ccm. 





28. I. 29.1 w.1 31.1. 


Polarisation in Proz. . 0.2: 0.20 0.16 0.15 
Bertrand in Proz.. . . 0,182 — — 0,172 
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Bleibt die durch das Adrenalin hervorgerufene Verinderung des 
optischen Verhaltens des Blutzuckers langere Zeit bestehen oder geht sie 
schnell vorbei? Zur Beantwortung dieser Frage wurde 5 Tage nach einer 
Adrenalininjektion der Blutzucker wieder untersucht. Es wurde wieder 
ein normales Verhalten des Blutzuckers festgestellt, d. h. die Polarisation 
war anfangs schwicher als die Reduktion und nahm mit den Tagen zu. 


30. Januar. Kaninchen, grau, Adrenalininjektion am 25, Januar 
(vgl. oben). 


Blut 40 cem. Endfiltrat 25 ccm. 





w. 1. 31.1. 1. 11. 2. I 4u 
Polarisation in Proz. . 0.084 0,120 0,130 0,108 _ 
Bertrand in Proz. .. . 0,130 -- _ — 0,130 


Es soll noch der Volistandigkeit halber ein Versuch angefiihrt werden, 
bei welchem die Blutzuckerverinderungen zwar angedeutet, aber nicht 
sehr ausgesprochen waren. Es handelt sich um eine Voruntersuchung, 
die 1 Stunde nach der Adrenalininjektion ausgefiihrt wurde. Es scheint, 
daB diese Zeit etwas zu kurz ist, um ein typisches Bild einer Blutzucker- 
veranderung hervorzurufen. In den nachfolgenden Versuchen wurde daher 
auch 3 Stunden nach der Adrenalininjektion das Blut untersucht. AuBerdem 
war die Adrenalinlésung dunkelbraun und zum Teil zersetzt. Bei den anderen 
Versuchen wurden einwandfreie Adrenalinlésungen verwendet. 


17. Januar. Kaninchen erhalt 1 ccm Adrenalin (1: 1000) subkutan 
(Lésung braun). Blutuntersuchurg J Stunde nach der Injektion. 


Blut 37,5cem. Endfiltrat 25 cem. 





17.1 18. I. 19. 1. 20. 1. 21.1 22. I 23.1 


Polarisation in Proz. .. 0.18 | 0,192) 0,170! 0.196 0.199) 0.14 010 
Bertrand in Proz.. .. . 0,203; — — — — — — 


Zusammenfassung. 

Bei friiher durchgefiihrten Stoffwechselversuchen wurde die Beob- 
achtung gemacht, daB ein Glykogenschwund aus der Leber und eine 
Hvperglykimie nicht immer von einer erhéhten Kohlehydratver- 
brennung begleitet sind. Nach Verfiitterung von Schilddriise wird z. B. 
die Leber beinahe vollstindig glykogenfrei, im Gaswechselversuch 
laBt sich aber keine Erhéhung des Respirationsquotienten feststellen. 
Auch nach Adrenalininjektion tindet man beim Tier trotz Glykogen- 
mobilisation, Hyperglykimie und Steigerung des Gaswechsels entweder 
keine oder nur eine sehr unbedeutende Zunahme der Zuckeroxydation. 
Es wurde nun experimentell die Frage gepriift, ob die nicht vermehrte 
Zuckerverbrennung auf einer Anderung der Natur des Blutzuckers 
beruhen kénnte. Die Blutzuckeruntersuchungen nach der Methode 
von Winter und Smith ergaben folgendes: 
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1. Die Angabe von Winter und Smith, daB beim normalen Tier 
der Polarisationswert des Blutzuckers unter dessen Reduktionswert 
liegt und daB mit der Zeit der Polarisationswert zunimmt, konnte 
bestatigt werden. Ob aber diese Erscheinung auf einer Verschiebung 
eines ‘ Gleichgewichtszustandes zwischen «- und f-Glucose, auf der 
Bildung eines Komplexes oder eines Glucosids und dergleichen beruht, 
méchten wir vorliufig unentschieden lassen. Jedenfalls betrachten wir 
das Studium dieser Blutzuckerverinderungen, die auf qualitative 
Unterschiede hindeuten, als ein brauchbares Hilfsmittel fiir die weitere 
Erforschung des Kohlehydratstoffwechsels. 

2. Darreichung von Schilddriisenstoffen ruft beim Tier keine Ver- 
anderung im Verhalten des Blutzuckers hervor. Vor und nach der 
Thyreoideaeinnahme findet man, wie gew6hnlich, daB der Polarisations- 
wert der frisch hergestellten Blutzuckerlésung geringer ist als deren 
Reduktionswert. Mit der Zeit nimmt der Polarisationswert zu. 

3. Adrenalininjektion verursacht neben der Hyperglykamie auch 
eine Anderung der optischen Eigenschaften des Blutzuckers. Der Polari- 
sationswert wird Adéher als der Reduktionswert gefunden. Er nimmt 
beim Stehen ab. Nach Angabe einiger Autoren soll sich haufig der 
Blutzucker des Diabetikers &hnlich verhalten. Auch beim Diabetiker 
soll der anfingliche Polarisationswert oft zu hoch sein; die Grobe 
der Rechtsdrehung soll allmahlich zuriickgehen, wahrend die Reduktions- 
kraft unverindert bleibt. 

Adrenalininjektion und eine Diabeteserkrankung wiirden demnach 
verwandte Anderungen des Blutzuckers hervorrufen kénnen. 

4. Die durch das Adrenalin bedingte Anderung im Verhalten 
des Blutzuckers geht nach einer gewissen Zeit zuriick. Einige 
Tage nach der Adrenalininjektion wurde wieder ein normales Verhalten 
des Blutzuckers gefunden, d.h. der Polarisationswert war wie sonst 
kleiner als der Reduktionswert und nahm allmahlich zu. 

Bei der Theorie der Adrenalinwirkung muB der EinfluB des Adre- 
nalins auf den Blutzucker beriicksichtigt werden, da eine eventuelle 
Anderung der Struktur des Blutzuckers die gréBten Folgen fir die 
chemischen Vorginge in den Zellen des gesamten Organismus haben 


kann. 














Uber Himolyse 
in hypertonischen Salzlésungen und ihr Mechanismus. 


Von 
D. Aeél und L. Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhiuser der jiidischen Gemeinde 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 25. Marz 1924.) 


Wiahrend anderweitiger Untersuchungen mit stark hypertonischen 
Salzlésungen sahen wir, daB die in den Salzlésungen suspendierten 
roten Blutkérperchen sich auflésten. DaB in hypertonischen Salz- 
lésungen Hiamolyse stattfindet, wurde schon von anderen Autoren 
[Hamburger'), Bechhold®)| beschrieben. Sie erklarten dies durch das 
in den hypertonischen Salzlésungen infolge der Steigerung des Osmose- 
druckes auftretende Schrumpfen der roten Blutkérperchen. Die Be- 
schidigung derselben verursacht das Austreten des Himoglobins. 

Wir sahen Himolyse zuerst in einer 30 proz. NaCl-Lésung. Wir 
hielten es fiir lohnend zu untersuchen, ob auch verschiedene Salze in 
stark hypertonischer Lésung diese himolytische Eigenschaft besitzen 
und falls ja, ob zwischen den verschiedenen hypertonischen Salz- 
lésungen eine GesetzmaBigkeit bestehe und was der Mechanismus 
dieser Himolyse sei. 

I. 

Im Laufe unserer Versuche gaben wir anfangs zu gleich konzen- 
trierten hypertonischen Lésungen verschiedener Salze rote Blutkérper- 
chen und bestimmten den Prozentsatz der himolysierten roten Blut- 
kérperchen. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir mittels Venipunktion gewonnenes 
Menschenblut, welches wir in einem Glasperlen enthaltenden GefaB auffingen. 

') Osmotische Druck- und Ionenlehre. Wiesbaden 1902. 

*) Kolloide in Biologie und Medizin 1919, 2. Aufl. 
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Das Blut wurde defibriniert, zentrifugiert, das Serum abgegossen, die roten 
Blutkérperchen mit 0,9proz. NaCl-Lésung dreimal gewaschen. Nach dem 
dritten Waschen bzw. Zentrifugieren gossen wir die Waschfliissigkeit ab 
und benutzten zu unseren weiteren Untersuchungen die abzentrifugierte, 
dichte Blutkérperchensuspension. (Zur Kontrolle benutzten wir zu den 
folgenden Untersuchungen auch ungewaschene rote Blutkérperchen und 
gelangten auch damit zu vollkommen gleichen Resultaten.) 

3 <x 3cem der verschiedenen Salzlésungen wurden in dickwandigen 
sogenannten Wassermannréhrchen gemessen und 2 x 2 Tropfen Bhut- 
kérperchensuspension hinzugefiigt. Nach schwachem Aufschiitteln lieBen 
wir die Réhrchen fiir 5 Minuten bei Zimmertemperatur stehen und zentri- 
fugierten dann stark ab. Nach dem Zentrifugieren blieben die gegen die 
hypertonischen Salzlésungen resistenten roten Blutkérperchen am Grunde 
des Réhrchens, wahrend die nichtresistenten roten Blutkérperchen sich 
lésten und die Salzlésungen gem&B8 ihrer Menge starker oder schwiicher 
rot farbten. 

Der Prozentsatz der resistenten und nichtresistenten roten Blut- 
kérperchen wurde mittels des v. Liebermannschen'*) kolorimetrischen Ver- 
fahrens bestimmt. Zur Bestimmung benutzten wir zwei Eprouvetten von 
gleichem Durchmesser. In die eine (H) gossen wir die iiber dem Zentrifugatum 
befindliche Fliissigkeit. Das Zentrifugatum, das sind die resistenten roten 
Blutkérperchen, wurde in 3 cem destilliertem Wasser gelést und die Lésung 
in die andere (R) Eprouvette gegossen. Nachher lieBen wir aus einer Biirette 
so lange destilliertes Wasser in die die dunklere rote Fliissigkeit enthaltende 
Eprouvette tropfen, bis deren Inhalt die gleiche Fiarbung zeigte wie der 
Inhalt der anderen Eprouvette. Aus der zur dunkleren Fliissigkeit hinzu- 
gefiigten Menge des destillierten Wassers lieB sich der Prozentsatz der 
hamolysierten — nichtresistenten — roten Blutkérperchen bestimmen. 


Die Resultate unserer Versuche lassen sich aus folgender Tabelle 
ersehen : 





Wieviel Prozente der roten Blutkérperchen lésten sich in 


Salzlésungen 5 10 15 20 » 4» 45 50 proz. 
Lésungen 

Fee rs 2 a ~~ 72 _— -- _— — 
| a o”)| @ “ 7 | 56 — 100 PES 
NeBr.......i Sp | & — 56) _ 100 | — 
NaCitrat ..... 6 7) 6 6 0 4 “ " 
SE ee 0 Sp _ 50 — _ -- —_— 
Rd ding bina 6 25 — iC _— — _ -— 
es Fr hPa 31) — — — | 100 
ESS Sp -- 21 — 81 _— — 
(H,N),SO,.... ) ) 7) 6 7) 7) 7) 
ZnSO, “¢ ar as *s 6 6 0 — é a _- “7 
ES? ee 6 6 = 90 _ oo —_ ies 
ES ae Lésung und Ausfallung 
 SSSaaes — 2 | 6 | —|]— —/j—-—ftr 


*) Sp = Spuren von Lésung. ‘%) ¢ = keine Lésung. 


1) Biol. Centralbl. 82, Nr. 12; Deutsch. med. Wochenschr. 1912. 
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Das Lésungsvermégen der Anionen der Kali- und Natronsalze zeigt 
so bei den Kali- wie bei den Natronsalzen dieselbe Reihenfolge, das heiBt: 
die Rhodanide lésen am besten, die Citrate und Sulfate lésen die roten 
Blutkérperchen gar nicht, und die dazwischen liegenden Anionen lésen 
in folgender Reihenfolge : 


Cl> Br > J > 


. NO . 
Die komplette Anionenreihe zeigt sich nun wie folgt: 
SCN > Cl> Br> J > NO, > SO, > Citrat. 


Diese Anionenreihe ahnelt der zuerst von Hofmeister bei Fallung 
der EiweiBe und bei Schwellung der Gelatine beschriebenen Anionen- 
reihe'). Die ersten und letzten Glieder der Hofmeisterschen Reihe 
stimmen mit den entsprechenden Gliedern der obengenannten Reihe 
ginzlich iiberein, die Reihenfolge der mittleren Glieder ist jedoch eine 
andere. Die mehrwertigen Kationen lésen auch schon in schwacher 
Konzentration stark die roten Blutkérperchen. Besonders schén zeigte 
sich dies bei dem dreiwertigen AICl,, dessen Lésungen schon in ganz 
schwacher Konzentration die roten Blutkérperchen prompt lésten. 
Hier jedoch kam auch eine andere Eigenschaft der hochwertigen Ionen 
zur Geltung, nimlich die, daB das ausgetretene Himoglobin sofort 
| gefallt wurde. 
| Wie wir bereits sahen, lésen verschiedene Salze desselben Kations 
die roten Blutkérperchen in einer bestimmten Reihenfolge. Die ersten 
und letzten Glieder dieser Reihe stimmen mit den entsprechenden 
Gliedern der Hofmeisterschen Reihe tiberein, die mittleren Glieder 
jedoch nicht. Wenn man nun bei den Versuchen nicht die prozentuellen, 
sondern die aquimolekularen Konzentrationen der Salzlésungen mit- 
einander vergleicht, kommt man zu einer mit der Hofmeisterschen 
Quellungsreihe véllig tibereinstimmenden Lésungsreihe. 

Bei diesen Versuchen wurden folgende Kalisalze benutzt: KJ, 


KBr, KNO,, KCl, KSCN, K,S0O, und Kaliumoxalat. 





Wir bereiteten 2n Lésungen der Salze mit Ausnahme der Sulfate 
und Oxalate, deren Lésungen ganz konzentriert benutzt wurden. Die 
Versuchsanordnung stimmte mit der oben erwahnten vdéllig iiberein. 

Auch mit Natronsalzen stellten wir Versuche an und kamen zu gleichen 
Resultaten. Die Reihe stimmt also mit der Hofmeisterschen Quellungsreihe 
vollkommen iiberein. 


1) Hofmeister wies zuerst darauf hin, da8 Gelatinescheibchen, in das 
gleiche Kation enthaltende Salzlésungen von gleicher molarer Konzentration 
gelegt, betreffend ihrer Schwellung sich verschiedenartig verhalten: in 
+ Rhodaniden schwellen die Scheibchen am stairksten, schwicher in J, Br, 
NO, und Cl; in Sulfat, Citrat, Acetat und Tartrat jedoch gar nicht oder 
sie schrumpfen eher zusammen. 
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Proz. der hamolysierten Proz. der hamolysierten 


Lésungen roten Blutkérperchen Lésungen || Toten Blutk6érperchen 
sy Pe 100 a Sear 3 
7 REE 33 a 0 
aaa 13 K-Oxalat. . . @ 
4 lial 9 


Da8 zwischen den einwertigen Kationen in betreff ihres Lésungs- 
vermégens ein Unterschied vorhanden sei, zeigt uns folgender Versuch. 
Hier wurden mit demselben Anion gebildete Salze verschiedener einwertiger 
Kationen miteinander verglichen. 





Proz. der hamolysierten 


3n Losungen roten Blutkérperchen 


7 ee 67 
ns <a 6 35 
ee aterer ts 33 
(BMI ». 6 36 


Aus unseren Versuchen kamen wir zusammenfassend zu folgenden 
Schliissen : 

1. Alle stark hypertonischen Salzlésungen, mit Ausnahme derjenigen, 
welche in der Hofmeisterschen Reihe auch schon physiologisch inaktive 
Anionen enthalten, himolysieren die roten Blutkérperchen. 

2. Die Reihenfolge der verschiedenen hypertonischen Salzlisungen, 
welche dasselbe Kation enthalten, entspricht betreffs ihrer hdmolytischen 
Wirkung vollkommen der Hofmeister schen Quellungsreihe. 

3. Bei Salzen mehrwertiger Metalle spielt awch das Kation eine 
wichtige Rolle. Bei dquimolekularen Salzlisungen einwertiger Metalle 
mit demselben Anion sehen wir verschiedene Grade der Héimolyse, was auf 
die spezifische Eigenschaft einzelner Kationen zuriickzufiihren ist. 


In hypotonischen Salzlésungen quellen die roten Blutkérperchen 
gemaB der Widerstandsfihigkeit der Zellmembran, dann bersten sie, 
und ihr fliissiger Inhalt samt Haimoglobin tritt aus. Demgegeniiber 
schrumpfen in hypertonischen Lésungen laut Hamburger die roten Blut- 
kérperchen zusammen. Hamburger stellte diese Versuche nur mit 
schwach hypertonischen Salzlésungen (2 proz. NaCl-Lésung) an. Wie 
unsere Versuche jedoch zeigen, kommt man, die Hypertonie steigernd, 
zu einer Konzentration, in welcher die roten Blutkérperchen sich lésen. 

Falls wir diese Erscheinung durch Osmosedifferenz erkliren wollten, 
wie Hamburger, Bechhold und andere es taten, miBten wir annehmen, 
daB infolge der Osmosedifferenz die roten Blutkérperchen so stark 
schrumpfen, daB die zerknitterte Zellmembran birst und den Aus- 
tritt des Hamoglobins verursacht. 
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Wir erkliren diese Erscheinung auf andere Weise. Wir nehmen 
an, daB der Verlauf der in stark hypertonischen Salzlésungen ein- 
tretenden Himolyse gleich dem in hypotonischen Salzlésungen sei, 
das heiBt die roten Blutkérperchen quellen, bersten, und Himolyse 
tritt ein. 

Diese Annahme entspricht nicht unseren bisherigen Kenntnissen, 
findet jedoch eine starke Stiitze in dem Falle, wenn wir — im Gegensatz 
zu den bisherigen Theorien — das rote Blutkérperchen nicht fir eine 
mit Fliissigkeit gefillte und mit einer semipermeablen Zellmembran 
versehene Kugel halten, sondern, wie Bechhold') und andere, fir einen 
mit fester kolloidaler Struktur versehenen Kérper, in dessen Liicken 
sich die Haimoglobin enthaltende Fliissigkeit befindet. 

Durch diese Annahme l4Bt sich nun das Verhalten der roten Blut- 
kérperchen in verschieden konzentrierten Salzlésungen wie folgt er- 
klaren: 

In hypo-, iso- und schwach hypertonischen Salzlésungen wird die 
GréBe der roten Blutkérperchen durch die Osmoseverhaltnisse bestimmt, 
wie Hamburger und andere nachgewiesen haben. Diese schwachen 
Salzkonzentrationen beeinflussen also nur die Saftzirkulation der roten 
Blutkérperchen, jedoch gar nicht oder nur in geringem MaBe die festen 
Bestandteile derselben. Mit Steigerung der Hypertonie tritt jedoch 
allmihlich auch die Beeinflussung der Kolloide in den Vordergrund: 
die Kolloide beginnen zu quellen. 

Bei schwacher Hypertonie dominieren noch die Osmoseverhiltnisse, 
und dadurch wird das Volumen der roten Blutkérperchen vermindert. 
Mit Steigerung der Hypertonie tritt jedoch allmahlich die quellende 
Wirkung der Salze in den Vordergrund, wodurch die bei schwacher 
Hypertonie zusammengeschrumpften roten Blutkérperchen wieder zu 
quellen beginnen und himolysieren. 

Ahnliche Erscheinungen kénnen wir bei Gelatinescheibchen sehen, 
welche in konzentrierte Salzlésungen gelegt wurden: Quellung am 
Anfang bis zu einem gewissen Maximum und nachher Auflésung der- 
selben. 

Die Richtigkeit dieser Theorie l4Bt sich auf zweierlei Arten be- 
weisen : 

1. Direkter Beweis: es wird die Volumianderung der roten Blut- 
kérperchen in hypertonischen Salzlésungen nachgewiesen. 

2. Indirekter Beweis, d.h. der Nachweis der Giiltigkeit der Hof- 
meisterschen Ionenreihe fiir die Himolyse. 

1. Direkter Beweis. Die Voluminderung der roten Blutkérperchen 


wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Wir gaben gleiche Mengen der 
Blutkérperchensuspension zu NaCl-Lésungen verschiedener Konzentration 


1) le., 8. 331. 
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und bestimmten nach 15 Minuten die GréBe der roten Blutkérperchen. Zu 
diesem Zwecke benutzten wir ein Zeiss-Mikroskop mit '/,, homogener 
Immersion, 18. Kompensationsokular und Okularmikrometer. Als Ma8 
der GréBe der roten Blutkérperchen bestimmten wir deren meBbare Ober- 
flache. In iso- und schwach hypertonischen Lésungen betrachteten wir ihre 
sichtbare Oberflache als die Flache eines Kreises (F = r*x); die Oberfliiche 
der stark gedunsenen und deformierten roten Blutkérperchen als die einer 
Ellipse (F = ab). Da * konstant ist, nahmen wir als MaB der Flache r? 
bzw. ab an. 





Konzentration der | 





Lésungen r 

Jsotomie .. . ... 3,5 12,25 
| hs Bee 2,3 5,29 
2,18 ,, ey te 2,32 5,38 
Konsentration der e | - eb 
4,37 Pros... || 3,15 3,72 | 11,72 
— 3,1 3,72 = 11,53 
17,5 Me 3,05 | 3,65 11,13 


Aus diesen Messungen ist zu ersehen, daB das Volumen der roten 
Blutkérperchen in isotonischer Lésung bei Steigerung der Salzkonzentration 
sich anfangs vermindert, um nach diesem Ubergang wieder die urspriingliche 
GréBe zu erreichen. 

Durch diese Messungen wurde nun unsere Annahme gerechtfertigt, 
laut welcher bei Steigerung der Hypertonie die quellende Wirkung der 
Salze zur Geltung kommt. Die Quellung der roten Blutkérperchen geht 
also der Hamolyse voran. Dies steht im Gegensatze zu Bechholds') Meinung. 
Bechhold nimmt in hypertonischen Lésungen auch eine Schrumpfungs- 
hamolyse an. 

Unsere Messungen betreffs der Quellung der roten Blutkérperchen 
in hypertonischen Lésungen bestiarken die Versuchsergebnisse von Takeo 
Takei*) — im Gegensatze zu R. Ege*) —, der mit anderer Methodik zu 
gleichen Ergebnissen kam. 

2. Indirekter Beweis. Im ersten Teil unserer Mitteilung erbrachten 
wir den Beweis, daB die Hofmeistersche Ionenreihe auch fiir die Haimolyse 
giiltig sei. 

Zusammenfassend liBt sich nun folgendes sagen: In stark hyper- 
tonischen Salzlésungen wird die Himolyse durch Quellung und nach- 
herige Auflésung der roten Blutkérperchen verursacht. Der Beweis 
gelang uns erstens durch den direkten Nachweis der VolumvergréBerung 
der roten Blutkérperchen, zweitens dadurch, daB wir auf die Giltigkeit 
der Hofmeisterschen Quellungsreihe fiir die Hamolyse hingewiesen 
haben. 





1) Le., 8. 332. 
2) Diese Zeitschr. 128, 104. 
3) Ebendaselbst 134, 234. 
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